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1.0.0 Einleitung
1.1.0 Biokompatibilitat

Unter Biokompatibilitdét wird die Vertraglichkeit zwischen einem technischen und
einem biologischen System verstanden. Sie gliedert sich in die Strukturkompatibilitat
und die Oberflachenkompatibilitat. Diese Definition folgt zum einen der Bedeutung
des Wortes Biokompatibilitat, zum anderen entspricht sie der klinischen Erfahrung,
an der sich jede neue Technologie zur Schaffung biokompatibler Werkstoffe und
Bauteile messen lassen muss. Der Begriff Strukturkompatibilitat beschreibt hingegen
die Anpassung der Implantatbeschaffenheit an das mechanische Verhalten des
Empfangergewebes und umfasst sowohl die Formgebung als auch die ,innere
Struktur” (z.B. die Ausrichtung von Fasern in polymeren Werkstoffen) . Hierbei wird
ein weitgehendes Struktur-Mimikry (Strukturimitation) angestrebt. Fir die vorliegende
Arbeit ist der Begriff der Oberflachenkompatibilitat wichtiger zu bewerten. Die
Oberflachenkompatibilitat ist beim Einsatz der Herz-Lungen-Maschine fiir die auf das
Blut einwirkenden Einflisse von unmittelbarer Bedeutung. Als ideale
Oberflachenkompatibilitat versteht man die optimale Anpassung der chemischen,
physikalischen, biologischen und morphologischen Oberflacheneigenschaften des
Implantats an das Empfangergewebe, bzw. das Blut mit dem Ziel einer klinisch
erwiinschten oder unerwiinschten Wechselwirkung. Ein ,chirurgisches Instrument*
wie die Herz-Lungen-Maschine, das wahrend der Operation im bzw. auf3erhalb des
Korpers eingesetzt wird, zahlt zu den Ultra-Kurzzeitimplantaten und es ist auBerst
wichtig auch fur diese kurze Zeitdauer der Operation Aspekte der Biokompatibilitat zu
beriicksichtigen.

Die Biokompatibilitatt wird dabei unter anderem in die Teilbereiche Zyto- und
Hamokompatibilitat unterteilt. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich hierbei auf die
Hamokompatibilitat mit Schwerpunkt auf der Evaluation der Interaktion zwischen der
Fremdoberflache und den Zellen des Bluts, sowie der Beobachtung der

plasmatischen Vorgange.

1.2.0 Zusammensetzung und Funktion des Organs Blut
Das Blut zirkuliert in einem System von Blutgefassen und erfullt dabei wesentliche

Transportaufgaben im Organismus. Hauptfunktionen des Blutes sind die
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Stoffversorgung und -entsorgung der Zellen (Sauerstoff, CO0,, Nahrstoffe,
Stoffwechselprodukte, etc.), der Transport von Hormonen und die Regulation der
Kdrpertemperatur. Das Blut besteht zu 40 - 45 % aus zelluldren Bestandteilen und zu
55 - 60% aus dem Blutplasma. Die Gesamtmenge betragt beim erwachsenen
Menschen etwa 5 bis 6 Liter, was 7 - 8% des Korpergewichtes entspricht. Aufgrund
seiner zahlreichen Aufgaben wird das Blut oft als ,,flieBendes Organ" bezeichnet.
Das Blutplasma besteht zu rund aus 90 Vol.% Wasser und zu 10 Vol.% aus
Elektrolyten, gelosten  Gasen, Proteinen  (Albumine,  Globuline)  und
Stoffwechselprodukten. Die anndhernd gleich bleibende Zusammensetzung dieser
Blutbestandteile gewahrleistet u.a. einen relativ konstanten osmotischen Druck und
pH-Wert.

Bei Verletzungen der Blutgefasswand findet neben der priméaren Blutstillung durch
die Blutplattchen ein plasmatischer Gerinnungsvorgang statt. Dabei bildet sich der
Blutfaserstoff Fibrin aus einer im Blutplasma geldsten Vorstufe, dem monomeren
Fibrinogen, welches im Verlauf mit anderen Substanzen zu festen Polymeren
umgewandelt wird. Plasma enthalt rund 0.3% Fibrinogen. Plasma ohne Fibrinogen
wird als Serum bezeichnet. Das Fibrin bildet ein Netzwerk, in dem sich
Blutkdrperchen verfangen und den Thrombus bilden. Durch Zentrifugation lasst sich
Blut in Plasma und Blutkdrperchen trennen. Der prozentuale Anteil aller
Blutkdrperchen wird dabei als Hamatokrit bezeichnet. Auf die weitreichenden Folgen
einer artifiziell angestoBenen Gerinnung durch Kunststoffoberflichen wird in

folgenden Kapiteln eingegangen.

1.3.0 Zellulare und immunologische Bestandteile des Blutes

1.3.1 Erythrozyten

Unter den festen Bestandteilen des Blutes kommen die Erythrozyten (rote
Blutkdrperchen) am haufigsten vor. lhre Hauptfunktion liegt im Transport von
Sauerstoff und dem CO2-Austausch. Erythrozyten haben ihren Zellkern im Laufe der
Entwicklung verloren - sie haben daher die Form von bikonkaven Scheiben mit einem
mittleren Durchmesser von 7 nm. Die bikonkave Form verleiht eine
OberflachenvergroRerung und somit fir eine verbesserte Gasaufnahme und -
abgabe. Wesentlicher Bestandteil der Erythrozyten ist das Hamoglobin (Hb), das den

Sauerstofftransport im Organismus gewahrleistet. Der durchschnittliche Hb-Gehalt
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eines einzelnen Erythrozyten betragt 30 pg (oder 1.86 fmol). Erythrozyten werden in
der Regel bei durchfluf3zytometrischen Bestimmungen durch Lyse entfernt, um eine
Beobachtung der anderen Zellreihen zu erméglichen. Durch ihre Grof3e wiirden sie
dies bei Messungen im Vollblut verhindern. Die Lyse der Erythrozyten stellt bei

durchflulzytometrischen Messungen gewissermafien eine Achillessehne dar.

1.3.2 Leukozyten

Leukozyten (weiBe Blutkdrperchen, white blood cells (WBC)) sind hauptsachlich fiir
Abwehrvorgdnge im Organismus verantwortlich. Sie stellen keine einheitliche
Population dar, wobei sich fiinf Leukozytentypen differenzieren lassen.
Dichtgranulierte Zellen werden als Granulozyten bezeichnet, wobei je nach
Anfarbbarkeit ihrer Granula durch saure, bzw. basische Farbstoffe zwischen
neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten unterschieden wird. Nach
der Kernmorphologie erfolgt die Unterteilung in polymorphonukledre und
mononukledre Leukozyten. Aufgrund der unregelmafig gestalteten Kerne werden
ausgereifte Granulozyten als polymorphonukledre Leukozyten bezeichnet, wahrend
Monozyten und Lymphozyten als mononukledre Leukozyten benannt werden.
DurchfluBzytometrisch ~ kénnen  Leukozyten anhand ihrer Groéf3e und
Oberflachenbeschaffenheit differenziert werden. Die Hauptbildungsstatten von
Leukozyten sind die Lymphknoten und das Knochenmark. Die Zahl der Leukozyten
im Blut ist geringer als die der Erythrozyten, sie betragt beim gesunden Erwachsenen
4000 - 10000 pro \uL. Die Leukozyten benutzen die Blutgefédsse hauptséchlich als
Transportsystem vom Bildungsort zum Ort ihrer Funktion. Ein groRRer Teil der
Leukozyten halt sich in den Geweben auf, da sie mal3geblich am Gewebeaufbau, der
Phagozytose und an der Bildung von Antikrpern beteiligt sind.

Leukozyten stellen bei durchfluBzytometrischen Untersuchungen die Hauptzielzellen

dar. Ihre Subpopulationen werden meist getrennt beobachtet.

1.3.3 Thrombozyten

Thrombozyten  (Blutpléattchen, Platelets) sind  kernlose, scheibenférmige
Zellfragmente mit einem Durchmesser von 2 - 5 um, die als Abschnirungen grof3er,

vielkerniger Megakaryozyten des Knochenmarks entstehen. Im Mittel zirkulieren
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rund 250000 Thrombozyten/ul im peripheren Blut. Die Thrombozyten dienen der
Blutstillung und -gerinnung. Gleichzeitig mit der Thrombozytenaktivierung werden
plasmatischen Gerinnungsvorgange eingeleitet, als deren Endprodukt Thrombin
entsteht, welches Fibrinogen in Fibrin tberfihrt und zusammen mit den aktivierten
Thrombozyten den eigentlichen Thrombus bildet.

Der Kontakt der Thrombozyten mit artifiziellen Oberflachen verursacht eine
Aktivierung und kann uber die Bildung von Aggregaten zur Thrombopenie im Sinne
eines Verbrauchs fuhren. Die Aggregatbildung hat einen positiven Effekt auf die
weitere Aggregation durch Freisetzung von vasoaktiven Aminen (Bsp. Serotonin).
Die Bildung der Aggregate ist in zweierlei Hinsicht bedeutsam. Es kann zu
Gerinnungsstoérungen durch die Thrombozytopenie, aber auch zu Mikroembolien mit
Folgen in unterschiedlichen Organsystemen kommen (16) (siehe Kap. Post-

Perfusions-Sydrome).

1.3.4 Immunsystem

Fremdstoffe, wie Viren, Bakterien, Pilze, Parasiten oder auch Werkstoffe, die in den
menschlichen Organismus eingedrungen, durch Implantation eingebracht oder auf
innere und auBere Oberflachen des Korpers aufgebracht sind, kénnen durch das
Immunsystem erkannt werden. Hierbei spielen sowohl humorale, wie auch zellulare
Immunreaktionen eine wichtige Rolle. Bei der humoralen Immunreaktion wird der
Fremdkdrper durch im Plasma vorhandene Immunglobuline, die nach Kontakt mit
einem Antigen von Plasmazellen als Antikdrper produziert werden, inaktiviert oder
der Phagozytose zugefuihrt. Bei der zellvermittelten Immunreaktion erkennen die
Zellen des Immunsystems die kérperfremde Oberflache und reagieren darauf mit der
Synthese von Antikdrpern. Zudem kdnnen bestimmte korpereigene Zellen, wie z.B.
Tumorzellen, als verandert erkannt und eliminiert werden. Fur die unspezifische
angeborene Abwehr von Fremdstoffen und die Vernichtung von kérpereigenen
Stoffen, wie z.B. Zelltrimmer, sind vor allem neutrophile Granulozyten (im
zirkulierenden Blut) und die Makrophagen (in den Geweben) verantwortlich. Wird die
unspezifische Abwehr (berfordert, z.B. durch Bakterien, die in der Lage sind,
Granulozyten abzutdten, wird das spezifische Abwehrsystem wirksam. Die
spezifische erworbene Abwehr einer fremden Substanz, dem Antigen, geht vor allem

auf das Zusammenarbeiten der verschiedenen Typen von Lymphozyten und von
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ihnen abstammenden Abwehrstoffen zuriick. Die Abwehrvorgédnge bei der

erworbenen Abwehr kdnnen sowohl zellular als auch humoral sein

1.3.5 Zellen des Immunsystems

1.3.5.1 Granulozyten

Granulozyten sind die im Blut vorherrschenden Leukozyten. Sie stehen rasch und in
groBer Anzahl an einem Infektionsort zur Verfugung, ihre Lebensdauer ist jedoch
relativ kurz (Tage). Sie sind charakterisiert durch mehrfach segmentierte Zellkerne
und kleine Granula. Es wird zwischen neutrophilen, eosinophilen und basophilen
Granulozyten unterschieden. Die neutrophilen Granulozyten machen den gréf3ten
Anteil der Granulozyten im Blut aus und ihre Hauptaufgabe besteht in der
Phagozytose und die Zerstérung von Bakterien, Fremdkdrpern und Zelltrimmern.
Hierzu sind in den Granula verschiedene Enzyme wie z.B. Sauredehydrogenasen,
Peroxidasen, Lysozym und Proteasen eingelagert. Die neutrophilen Granulozyten
zeigen eine starke amoéboide Beweglichkeit. Sie wandern als erste Zellen der
zellularen Abwehr aus dem Blut an den Ort der Schadigung, wo sie phagozytoseaktiv
werden und danach absterben. Eosinophilen Granulozyten sind sehr
phagozytoseaktiv und bewegen sich ebenfalls améboid. Ihre Zahl erhoht sich bei
allergischen Reaktionen, Autoimmunerkrankungen und Parasitenbefall. Der Anteil an
basophilen Granulozyten im Blut ist sehr gering. Sie enthalten Histamin, Heparin,
Proteasen und Hydrolasen, die bei allergischen Sofortreaktionen freigesetzt

werden.

1.3.5.2 Monozyten und Makrophagen

Nach der ersten Angrifiswelle der Granulozyten Ubernehmen mobile
Makrophagen, die von den im Blut zirkulierenden Monozyten abstammen, die weitere
Abwehr. Im Vergleich zu den Granulozyten weisen die Makrophagen eine langere
Lebensdauer auf, und sie sind Uber langere Zeit zur Synthese (z.B. von Enzymen),
zur Sekretion (spezielle Serumproteine / Komplement) fahig. Neben den im Blut
zirkulierenden Monozyten / Makrophagen finden sich ortsstandige Makrophagen,
wie z.B. im Gehirn (Mikrogliazellen), Lymphknoten, Lungenalveolen, Milz,

Gelenkspalten oder in der Leber (von Kupffer'sche Sternzellen), die zum
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mononukledren Phagozytosesystem zusammengefasst werden. Die Hauptaufgaben
der Makrophagen liegen in der Bekdmpfung von Bakterien, Viren und anderer
antigen wirkender Substanzen, durch deren Aufnahme, anschlieRende Resorption
sowie Inaktivierung durch Enzyme wie z.B. Saurehydrolasen und Peroxidasen, oder
reaktive Sauerstoffverbindungen wie z.B. Wasserstoffperoxid. Monozyten und
Makrophagen besitzen verschiedene Rezeptoren an ihrer Oberflache fir die

Anlagerung von biologischen und synthetischen Fremdkérpern.

1.3.5.3 Lymphozyten

Die Lymphozyten entstammen dem Knochenmark und wandern als Vorlauferzellen in
verschiedene Gewebe, wo sie zu immunkompetenten (d.h. zu einer spezifischen
Immunreaktion beféhigten) Zellen gepragt werden. Als Zellen der humoralen Abwehr
sind die B-Lymphozyten (sie stammen aus dem Knochenmark, ,,B" = ,bone
marrow") darauf programmiert, jeweils eine einzige Art von Antikdrpern
(Immunglobuline) zu bilden und sie als Rezeptoren auf ihre Zelloberflache
-abzulagern“. Wenn Antigene und Rezeptoren zu einander passen, erfolgt eine
Bindung. Hierdurch werden Lymphozyten aktiviert und zu B-Effektorzellen
(Plasmazellen) und B-Gedachtniszellen differenziert. Die B-Effektorzellen
produzieren in der Folge Antikdrper. Die langlebigen B-Gedachtniszellen sind fur die
Wiedererkennung verantwortlich: sie kdnnen bei einem spateren Kontakt mit
denselben Antigenen beschleunigt reagieren. Neben den B-Lymphozyten sind die T-
Lymphozyten, die in der Thymusdrise gepragt werden, fir die zellulare Abwehr
zustandig. Ihre Aufgabe ist die Vernichtung von mit Mikroorganismen infizierten oder
geschadigten korpereigenen Zellen. Sie reagieren nur auf zellgebundene Antigene.
Die T-Lymphozyten missen daher nicht nur Antigene, sondern  auch
Oberflachenmarker der korpereigenen Zellen erkennen. Diese Zellmarker werden als
Haupthistokompatibilitadtskomplex bezeichnet (major histocompatibility complex,
MHC). Sie wurden im Zusammenhang mit starken AbstoRungsreaktionen, wie sie

nach Transplantationen vorkommen kénnen, beobachtet.
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1.3.5.4 Kontakt zwischen Zellen und Werkstoffen

Analog zu jedem Lebewesen, das existenziell in einem Abhangigkeitsverhaltnis zu
seiner Umwelt steht, sind auch Zellen nicht in der Lage, ohne Kontakt zu ihrer
Umwelt zu Uberleben. Auf allen Stufen der Organisation, vom Gesamtorganismus bis
zur Einzelzelle, sind Uberlebensstrategien erkennbar, die sowohl vom Bestreben die
eigene Integritat gegenuber der AulRenwelt aufrechtzuerhalten als auch von den
Bemihungen, sich an die gegebenen Veranderungen moglichst effizient
anzupassen, gepragt sind. Ein Extremfall der zellularen Reaktionen ist sicherlich die
Apoptose als programmierter Zelltod. Komplexe interzellulare Kontaktstrukturen und
Rezeptor-Liganden-Systeme dienen den Zellen zur Kommunikation mit der
unmittelbaren und entfernten Umgebung und regulieren Funktion und Verhalten. Die
Ausbildung von Rezeptoren auf der Zelloberflache bei EinfluR von Stressfaktoren im
Sinne einer Aktivierung gegeniiber Fremdoberflachen ermdéglicht, die Vorgange
sowohl qualitativ als auch quantitativ zu untersuchen. Adh&sionsproteine und
Molekule der extrazellularen Matrix beeinflussen die Anheftung der Zellen an einem
Substrat, die Zellwanderung, die Zellmorphologie, sowie Differenzierung und
Teilungsaktivitat. Die strukturelle, physikalische oder chemische Veranderung der
Umgebung von Zellen kann also entscheidenden EinfluR auf die verschiedensten
Zellfunktionen ausuben. Bei der Evaluation von Werkstoffen, welche in Kontakt mit
einem biologischen System gebracht werden sollen, ist es daher sinnvoll, nicht nur
seine Wechselwirkungen mit dem betroffenen Organ als ganzes, sondern auch mit
den einzelnen Zellen, die in direkter Verbindung mit dem Werkstoff stehen, zu

untersuchen.

1.4.0 Gerinnung und Blutstillung

Blutungen aus der Erdéffnung kleiner GefaBe werden durch die primare Hamostase
normalerweise innerhalb von Minuten beendet. Diese kommt durch Vasokonstriktion
und Bildung eines Thrombozytenpfopfs zustande. An den Bindegewebsfasern der
Wundréander bleiben Thrombozyten unter Vermittlung durch von-Willebrand-Faktor
(VWF) haften. Der vVWF wird als oligomeres Glykoprotein subendothelial und in

Plattchen gefunden, auBerdem im Plasma, wo er den Faktor VII gebunden hélt. Er
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vermittelt die Ausbildung von Briicken zwischen Endothel und dem Ib-Rezeptor der
Thrombozytenmembran. Mit einer Umformung der Thrombozyten wird unter ADP-
Einfluss die vorerst reversible Aggregation eingeleitet, wobei die ADP-Wirkung durch
Kollagen, Adrenalin und den plattchenaktivierenden Faktor (PAF) verstarkt wird. Die
beginnende Thromboxansynthese leitet mit der Bildung von Thrombin zeitgleich die
irreversible Gerinnung ein. Thrombin bewirkt hierbei Uber die Aktivierung der
Zyklooxygenase die Freisetzung weiterer Endoperoxide (PGG,, PGH;) und
Thromboxan A und B mit der Folge weiterer Aggregationen von Thrombozyten und
Freisetzung von Thrombozyteninhaltsstoffen (Serotonin, ADP). Fibrinogen reagiert
mit den Glykoproteinen Illb und Illa der Thrombozytenmembran und leitet die
Verknupfung der Plattchen ein. Eine Ausweitung der Aggregation wird durch
Freisetzung von Prostazyklin und Freisetzung von cAMP auf gesundem Endothel
verhindert. Der Beginn der Aktivierungsreaktion kann weiterhin in den extrinsischen,
Uber vom Endothel freigesetzten Tissue Factor (Gewebsthromboplastin), und den
intrinsischen Weg Uber Aktivierung von Faktor Xl unterschieden werden. Fir die
Hamokompatibilitatstestung ist der Aktivierungsgrad ber den intrinsischen Weg von
besonderem Interesse. Er kann beispielsweise Uber den Kontakt des Bluts mit
Glasoberflaichen ausgel6st werden. Weiterhin sind an der Aktivierung
hochmolekulares Kininogen und proteolytische Enzyme wie Kallikrein, Thrombin oder
Trypsin beteiligt. Als Folge werden die Faktoren XI und IX aktiviert, wobei Faktor IXa
gemeinsam mit Plattchenfaktor 3 und Ca?*-lonen einen Enzymkomplex bildet, der die

Aktivierung von Faktor X zur Folge hat.

Abb. 1.1 : Fibrinvernetzte Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten
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1.5.0 Blutreaktionen / Hamokompatibilitat

Die Interaktion zwischen Blutkomponenten und Implantat ist wichtig fiir seine
Biofunktionalitdt. Beim ersten Kontakt zwischen Blut und Implantat adsorbieren
Proteine aus dem Blut auf der Implantatoberflaiche. AnschlieBend adhérieren
Blutplattchen und andere Zellen. Hamokompatible Werkstoffe sollten keine
Blutkoagulation, Anderung der Plasmaproteine des Blutes oder Verringerung der
Elektrolytenkonzentration hervorrufen. In vivo sind Implantate standig dem Blutstrom
ausgesetzt und die Verwendung von dynamischen Testsystemen erlaubt dabei die
Untersuchung der Interaktion zwischen Werkstoff und Blut unter Flussbedingungen
und simulierten klinischen Konditionen. Die Adhé&sion von Blutplattchen und
Anderungen ihrer Morphologie unter kontrollierten Bedingungen ist damit ein oft

untersuchter Parameter.

1.5.1 Post-Perfusions-Syndrom (PPS)

Ein Beispiel fir die Folgen der Interaktion der Fremdoberflache mit den Zellen des
Bluts und somit der extrakorporalen Zirkulation als Ausloser eines
pathophysiologischen und pathoimmunologischen Vorgangs ist das sogenannte
Post-Perfusions-Syndrom, das im angelséchsischen Sprachgebrauch auch als Post-
Pump-Syndrome bezeichnet wird. Auf einen prolongierten, aber auch einen
kurzzeitigen Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (EKZ) kann hierbei eine
systemische inflammatorische Reaktion (SIRS — systemic inflammatory response
synrome) des Patienten folgen. Als passagerer oder andauernder Zustand mit
Zeichen einer Multiorganfunktionseinschrankung verzogert das PPS die
Rehabilitation und Genesung des Patienten, wobei die Multiorgandysfunktion durch
folgende Merkmale/Symptome gekennzeichnet sein kann

- Fieber ohne infektidse Ursache

- Neurologische Veranderungen

- Lungendysfunktion

- Nierendysfunktion

- Blutungsneigung
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Haufig wird ein zwei bis drei Tage andauerndes postoperatives Fieber beobachtet.
Fir den Patienten kann eine belastende intensive Therapie die Folge sein, in deren
Rahmen Langzeitintubation, Dialyse und wiederholte Austauschtransfusionen
indiziert sein kénnen. Die Ursache der Organschadigungen wird heute sowohl in der
Méglichkeit der Bildung von Mikrothromben wahrend des EKZ-Einsatzes mit
konsekutiven Mikroembolien, als auch in der Freisetzung von zellschédigenden
Stoffen wie Endotoxine und Zytokine gesehen, wobei sich Vergleiche zum SIRS bei
langerdauernder, kinstlicher Beatmung ziehen lassen. Auch hier scheint das
Ausmalfd der Erkrankung mit der Quanitat der inflammatorischen Transmitterstoffe zu
korrelieren ( Interleukin-1lbeta, TNF-alpha, Interleukin-6, Interleukin-12). Weiterhin
werden belastende Stoffwechselzustande und der nicht pulsatile Blutfluss durch die
mechanischen Anteile der Herz-Lungen-Maschine (Rollerpumpen) als Ursachen

herangezogen.

1.6.0 Kunststoffe in der Medizin
1.6.1 Verwendung und Grund der Testung

Im Bezug auf die Biokompatibilitat wird gepruft, ob das Material fir den Einsatz in
medizinischen Geraten z.B. Herz-Lungen-Maschine, Dialysatoren, Laparoskopen
zur Untersuchung der Bauchhohle oder Kathetern fiir die Diagnose und Therapie
verwendbar ist. Dafiir sind Kunststoffe nur dann geeignet, wenn sie das Blut, mit dem
sie in Beruihrung kommen, weder chemisch noch mechanisch beeinflussen.

Einer Stérung des Gleichgewichts der Hamostase durch die Oberflache kdnnen
teilweise schwerwiegende Nachteile fiir den Patienten, sowie technische
Schwierigkeiten wahrend des Einsatzes technischer Instrumente und Geréate
nachfolgen, die wiederum eine Gefahrdung des Patienten zur Folge haben kdnnen
(Thrombosierungen auf Membranen der Oxygenatoren, Verschlisse von
Schlauchsystemen). Von Anfang 1993 bis Anfang 1996 wurden mehrere Hundert
verschiedene Polymertypen auf ihre Zell- und Blutvertraglichkeit untersucht und

bewertet.
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1.6.2 Biokompatible Polymere

Der klinische Einsatz von synthetischen Polymeren begann in den 60-er Jahren in
Form von Einwegartikeln, wie beispielsweise Spritzen und Kathetern, vor allem
aufgrund der Tatsache, dass Infektionen infolge nicht ausreichender Sterilitat der
wiederverwendbaren Artikel aus Glas und metallischen Werkstoffen durch den
Einsatz von sterilen Einwegartikeln signifikant reduziert werden konnten [50]. Die
Einfiihrung der medizinischen Einwegartikel aus Kunststoffen erfolgte somit nicht nur
aus 6konomischen, sondern auch aus hygienischen Griinden. Wegen der steigenden
Anzahl synthetischer Polymere und dem zunehmenden Bedarf an arztlicher
Versorgung reicht die Anwendung von Kunststoffen in der Medizin von
preisgilinstigen Einwegartikeln, die nur kurzzeitig intrakorporal eingesetzt werden, bis
hin zu Implantaten, die Uber eine langere Zeit groBen Beanspruchungen im
menschlichen Korper unterworfen sind. Die steigende Verbreitung von Klinisch
eingesetzten Kunststoffen ist auf ihre einfache und preisgiinstige Verarbeitbarkeit in
eine Vielzahl von Formen und Geometrien sowie auf ihr breites
Eigenschaftsspektrum zuriickzufiihren. Kunststoffe werden daher in fast allen

medizinischen Bereichen eingesetzt.

Kunststoffe fir medizinische Anwendungen miissen eine Reihe von Anforderungen
erfillen: Toxizitat, Mutagenitat, Biokompatibilitat, Prozessierbarkeit mit  kon-
ventionellen Herstellungsmethoden, geniigende mechanische Eigenschaften,
Sterilisierbarkeit und Langzeitstabilitdt in vivo sind wichtige Faktoren fir den
klinischen Einsatz. Zudem sollten biokompatible Polymere je nach Anwendung
moglichst gering mit Additiven, wie beispielsweise Weichmachern, Antioxidantien
oder Stabilisatoren versetzt sein. Die Lebensmittelgesetze schreiben hierbei Art und
Hochstmenge solcher Additive fiir in Frage kommende Polymere vor. So genannte
,medical-grade" Polymere kdnnen einen erheblichen Gehalt an Additiven aufweisen.
Der Weichmacheranteil in PVC kann bis zu 50% betragen. Der Terminus ,medical-
grade" weist darauf hin, dass die enthaltenen Additive bestimmte medizinische
Anforderungen erflllen und die Werkstoffproduktion unter Reinraumbedingungen
erfolgte
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1.6.3 Ubersicht iiber Biomaterialien aus Polymerkunststoffen

Polymer

Polyethylen (PE)

Polypropylen (PP)

Polyvinylchlorid (PVC)

Polycarbonat (PC)

Polyamide (PA)

Anwendung

Gelenkpfanne fir Hiftgelenkendoprothese, kiinstliche
Knieprothesen, Sehnen- und Banderersatz, Spritzen,
Katheterschlauche, Verpackungsmaterial

Komponenten flr Blutoxygenatoren und Nierendialyse,
Fingergelenk-Prothesen, Herzklappen, Nahtmaterial,
Einweg Spritzen, Verpackungsmaterial,
Polyethylenterephthalat, Kiinstliche Blutgefasse, Sehnen-
und Banderersatz, Dialysemembranen

Extrakorporale Blutschlauche, Blutbeutel und Beute fiir
Lésungen flr intravendse Anwendungen, Einwegartikel
Komponenten fiir Dialysegerate, unzerbrechliche, sterile
Flaschen, Spritzen, Schlauche, Verpackungsmaterial
Nahtmaterial, Katheterschlauche, Komponenten fiir

Dialysegerate, Spritzen, Herzmitralklappen

Polytetrafluorethylen (PTFE) GefaBimplantate

Polymethytmethacrylat
(PMMA)
Polyurethan (PU)

Polysiloxane

Polyetheretherketon
(PEEK)

Knochenzement, Intraokulare Linsen und harte
Kontaktlinsen, kinstliche Zéhne, Zahnfullmaterial
Kunstliche Blutgefasse und Blutgefassbeschichtungen,
Hautimplantate, kiinstliche Herzklappen,
Dialysemembranen, Entschaumer

Infusionsschlauche, Schlauchpumpen

Brustimplantate, kunstliche Sehnen, kosmetisch
Chirurgie, kunstliche Herzen und Herzklappen,
Beatmungsbalge, heil3sterilisierbare Bluttrans-
fusionsschlauche, Dialyseschlauche, Dichtungen in
medizinischen Geraten, Katheter und Schlauchsonden,
kunstliche Haut, Blasenprothesen

Matrixwerkstoff fir kohlenstoffaserverstérkte
Verbundwerkstoffimplantate wie z.B. osteosyntheseplatten

und Hiiftgelenkschafte
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Polysulfon (PSU) Matrixwerkstoff fiir kohlenstoffaserverstarkte
Verbundwerkstoffimplantate wie z.B.
Osteosyntheseplatten und Huftgelenkschafte, Membranen
fur Dialyse

Polyhydroxyethylmethacrylat Kontaktlinsen, Hamblasenkatheter, Naht-

(PHEMA) materialbeschichtung

Viele Polymere, die heute in klinischem Einsatz stehen, wurden urspriinglich fir
andere Anwendungen entwickelt. Polymere, die in der Textilindustrie eingesetzt
wurden, wie beispielsweise Polyethylenterephthalat (Dacron) werden in der Medizin
als kiinstliche Blutgefasse eingesetzt; kiinstliche Herzen wurden urspriinglich neben,
einer Vielzahl aus verschiedener Kunststoffen, aus “commercial-grade”

Polyurethanen hergestellt.

1.6.4 Vorstellung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kunststoffe
1.6.4.1 Polyvinylchlorid (PVC)

PVC ist der wirtschaftlich bedeutendste Vertreter der Gruppe der Vinylpolymere. Es
ist ein vorwiegend amorphes Polymer mit einem Kristallisationsgrad von weniger als

5%. Seine Eigenschaften sind nachfolgend dargestellt:

Eigenschaften Hart-PVC  Weich-PVC
Dichte[g/cm?] 1.38-1.40 1.29
Zugfestigkeit [N/mm?| 50 — 60 10-15
ReiRdehnung[N/mm?] 10-50 300-400
Glasubergangstemperatur [°C] 80 -

Gebrauchstemperatur ohne

mechanische Beanspruchung

in Luft [°C]

kurzzeitig 75 40 - 50
langzeitig 65 40 - 50
Wasseraufnahme 0.2 0.5

(24h in Wasser, 20°C) [%]
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PVC kann mittels Masse-, Suspensions- oder Emulsionspolymerisation synthetisiert
werden. Hart-PVC zeichnet sich durch relativ hohe mechanische Festigkeit,
Steifigkeit und Harte sowie durch eine relativ geringe Kriechneigung aus. Die
Flexibilitdt von PVC wird durch Einsatz von Weichmachern eingestellt wobei der am
haufigsten eingesetzte Weichmacher fir Weich-PVC Dioctylphthalat (DOP) ist. PVC
ist aufgrund seiner hohen chemischen Bestandigkeit unempfindlich gegen
Spannungsrisskorrosion. PVC-Formteile konnen Uber SpritzgieRen, Extrudieren,
Hohlkorperblasen und Kalandrieren hergestellt werden. PVC-Rohre, -Profile, -Tafeln
und -Folien werden in vielfaltiger Weise als Halbzeug weiterverarbeitet.

Weich-PVC wird fir Blutbeutel, Beutel fir parenterale Lésungen (d.h. Zufuhr von
Medikamenten oder Nahrungsmitteln durch intrakutane, intramuskuldre oder
intravendse Injektion unter Umgehung des Verdauungstraktes), fir Schlauche und
Katheter benutzt. FUr den medizinischen Einsatz wird hochreines PVC verwendet,
welches sehr geringe Mengen an Additiven und Verunreinigungen enthalt. Dem fiir
Weich-PVC eingesetzten Weichmacher Dioctylphthalat wird eine potentielle
Karzinogenitat nachgesagt. Hart-PVC wird als Verpackungsmaterial fir Spritzen,
Nadeln, Nahtmaterial, Schlauche und Medikamente eingesetzt. Alternativwerkstoffe
zu Hart-PVC sind PET und Acryl-Polyrnere, die bei vergleichbarem Preis eine héhere
Transparenz aufweisen. Fir Langzeitanwendungen im menschlichen Korper ist PVC
aufgrund des je nach Formteil hohen Weichmachergehaltes und seiner Anfalligkeit

auf Versprodung nicht geeignet.

1.6.5 Beschichtungen von Fremdoberflachen

1.6.5.1 Beschichtungen von Fremdoberflachen

Mit einer Reihe von Beschichtungsmaterialien und Beschichtungstechniken wird
versucht, die Hamo- bzw. Biokompatibilitat der Fremdoberflachen zu verbessern. In
der vorliegenden Arbeit wurden die Kuststoffschlauche mit Heparin beschichtet, es
kommen jedoch auch andere Methoden zur Anwendung, die hier nicht beriicksichtigt
wurden. Neben einem Precoating der Schlauche oder Oxygenatoren mit dem Vollblut
des Patienten (32) oder PEG-Hirudin-lloprost, einem Heparin-verwandten
Antikoagulanz ~ (81) wurden  auch  Silikonbeschichtungen (82) und
Prostaglandinbeschichtunen erprobt (39) . Die protektiven Eigenschaften des

Heparins blieben jedoch unerreicht.
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1.6.5.2 Heparinbeschichtung

Das Endothel der nativen GefalBwand stellt unter anderem als
gerinnungshemmende Substanz Heparinsulfat bereit. Dieses Antikoagulanz wird als
kiinstlich hergestelltes Heparin in vielen Bereichen der Medizin verwendet, etwa bei
der Beschichtung von Metall- und Kunststoffstents in der Herzkathetertechnik, als
auch als lokale Applikation wahrend der Ballondilatation im Rahmen der PTCA. Als
Antikoagulanz ist Heparin einer der bestuntersuchten Wirkstoffe.
Larm et al. stellte 1983 eine Beschichtungsmethode fiir Kunststoffe mit Heparin vor,
die sich als wirksame Methode im Langzeiteinsatz und als &auferst stabile
Beschichtung erwiesen hat (41) . Durch eine spezielle ,Befestigung® des
Heparinmolekiils an der artifiziellen Oberflache bleiben die aktiven Sequenzen des
Heparinmolekiils unbeeinflusst. Die Heparinbeschichtung flihrt nachweislich zu einer
Reduktion von

- Kontaktphasenaktivierung

- Komplementaktivierung

- Granulozytenschadigung

- Thrombozytenaktivierung

- Hamostasestdrungen

- Blutverlust und

- Neuronalen Schadigungen.

Der Aufbau der Heparinbeschichtungen setzt sich aus wie folgt zusammen:

Blut

Aktiv gebundenes Heparin

Polyalkylenamid

Dextransulfat

Polyalkylenamid

Polymerwerkstoff

Heparin bindet an ein Rezeptorepitop des Antithrombin-lll-Komplexes und bewirkt
eine Aktivitatssteigerung des AT-Ill. Diese Eigenschaft scheint jedoch nicht
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Hauptgrund einer verbesserten Biokompatibilitat zu sein, vielmehr kommt es zu einer
verminderten Adhasion von bestimmten Plasmaproteinen an die Oberflache wahrend
andere Plasmaproteine offenbar selektiv gebunden werden und somit zur Bildung
einer ,blutfreundlichen Oberflache beitragen. Fiir die Gerinnungsaktivierung stellen
Fibrinogen, Faktor VII, Fibronektin und andere fest an die Oberflache gebundene
Substanzen einen besonders aktiven Faktor dar. Durch Hemmung der Bindung
dieser Stoffe an die Fremdoberflache kann die Gerinnungsaktivierung vermieden
oder gemildert werden.

1.6.5.3 Heparin

Heparin ist ein vom menschlichen Organismus synthetisiertes und in Granula der
Mastzellen gespeichertes Antikoagulanz. Der Name leitet sich aus dem
Hauptbildungsort Leber (lat. Hepar) ab. Es kann ebenso aus Lunge, Ovar, Darm und
GefalRendothel isoliert werden, wobei die physiologische Konzentration im Plasma
unter 10ng/dI liegt. Normalerweise ist Heparin im Blut jedoch nicht nachweisbar —
statt dessen kann eine Substanz mit sehr &hnlicher Struktur und Funktionalitat auf
fast allen Oberflachen des GefaRsystems beobachtet werden, die offensichtlich fir
einen Teil der natirlichen Antithrombogenitat des Endothels verantwortlich ist
(Heparinsulfat).

Therapeutisch verwendetes Heparin wird aus Schweinedarmen und Rinderlungen
gewonnen und enthalt ca. 33% aktive Molekile. Heparin hat nur im
Zusammenwirken mit der im Plasma vorkommenden Antiprotease Antithrombin Iil
(ATIII) einen antikoagulatorischen Effekt. ATIII alleine inaktiviert die Faktoren lla, Xa,
IXa und Xlla langsam. Heparin bildet mit ATIIl einen Komplex, wodurch eine
Konformationsénderung des aktiven ATIII-Zentrums auftritt und die proteolytische
Inaktivierung 1000-fach beschleunigt wird. Sobald sich der ATIII-Heparin-Komplex an
den aktiven Faktor gebunden hat, 16st sich das Heparin unverandert ab und kann
sich erneut an ATIII binden. Heparin inhibiert in sehr viel geringrem AusmaR auch
Plasmin, Plasma-Kallikrein und Urokinase. Es ist zu betonen, dass Heparin selbst
keine inhibitorische, sondern eine katalytische Funktion ausfihrt.

Man unterscheidet hoch- (MW 5000-30000 Dalton) und niedermolekulares Heparin
(MW 2000-6000 Dalton), welches Faktor Xa ebenso gut inhibiert, jedoch eine

geringere Aktivitat gegenuber Thrombin ausweist. Es hat dafiir den Vorteil einer
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langeren Wirkdauer. Durch die sofortige Wirkungsentfaltung nach Einbringen in den
Organismus wird Heparin als Sofort- oder Direktantikoagulanz bezeichnet.

Das in dieser Arbeit als Antikoagulanz eingesetzt Liquemin N25000 der Fa.
Hoffmann-LaRoche, Basel, Schweiz, gehért zur Gruppe der unfraktionierten

Heparine (hochmolekular).

1.6.5.4 Medtronic — Carmeda Bioactive Surface® - Beschichtung

Fir die schwedische Firma Carmeda entwickelte Olle Larm (41) in den 80er Jahren
eine Methode zur Heparinbeschichtung, die nun von der Fa. Medtronic in Lizenz
vertrieben wird. Nach dem schon beschriebenen Prinzip der Endpunktbefestigung
der Heparinmolekiile, finden sich aktive Heparinsequenzen auf der blutzugewandten
Seite der Beschichtung. Die Carmeda-Beschichtung weist eine Vielzahl von Vorteilen
auf :

- Verminderte Neutrophilenaktivierung

- Geringere Expression von CD 11c / CD11b (Adhé&sionsepitope)

- Geringere neuronale Komplikationen

- Geringere Drainageblutungen

- Verkirzung des Klinikaufenthalts nach EKZ

- Geringere humorale und zellulare Aktivierung

- Reduzierung der Komplementaktivierung

Abb. 1.2 : Carmeda Bioactive Surface mit Endpunktbefestigung des Heparins

-23-



Die Wirkung besteht sowohl lokal, als auch lange anhaltend, da das kovalent
gebundene Heparin nicht ausgeschieden werden kann. Eigenschaften der Carmeda-
Beschichtung :

Lésungsmittel zur Herstellung Wasserloslich, keine organischen

Lésungsmittel

pH wéahrend der Beschichtung Typ. 3-9

Temperatur bei Beschichtung Unter 60°C

Bindungsart fiir Heparin kovalent

Beschichte Oberflache Durch Beschichtung in wassriger Phase

innen und auRen am Objekt

Dicke der Beschichtung Typ. 2000A = 200nm
Sterilisierung Ethylenoxid
Verwendungsdauer 2-5 Jahre Lagerung mdglich
Hydrophilitat Hydrophil

Abb. 1.3 : Eigenschaften der Carmedabeschichtung

Die Carmeda-Beschichtung ist ausreichend widerstandsfahig gegen hoéhere

Scherkrafte in turbulenten Strémungen.

1.7.0 Antikérper zur Detektion von Aktivierungsmarkern

1.7.1 Verwendete Arten von Antikérpern

Antikdrper binden mehr oder weniger spezifisch an Rezeptoren bzw. Epitope einer
Zielstruktur. Dieses Ziel kann sich auf der Oberflache einer Zelle befinden oder im
Inneren der Zelle liegen. Antikorper werden nach der CD-Klassifikation eingeteilt.
Verwendete Oberflachenantikérper in dieser Arbeit sind CD11B, CD11C, CD18 und
CD 62L auf Leukozyten, Antikérper gegen Fibrin und Fibrinogen, sowie CD41 auf
Thrombozyten. Weiterhin wurden intrazellulare Antikérper verwendet fir die
Markierung der intrazellularen Enzyme Oxidativer Burst, Elastasen (RGES, AAPV),
Kallikrein und Peroxidase. Ebenfalls intrazellular wurden die Interleukine markiert.
Wahrend die Oberflachenepitope technisch einfach mit Antikérpern zu markieren

sind, missen fiir die intrazellularen Epitope Zugangswege durch die Membran der
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Zelle mit Hilfe von Permeabilitoren geschaffen werden (siehe Kapitel CellProbe).
Hierbei darf die Integritéat der Zelle nicht zu stark beeintrachtigt werden.

In der Mehrzahl handelt es sich um monoklonale Antikorper, lediglich in einem
Versuch (Fibrinogen) wurde ein polyklonaler Antikérper getestet. Die genauen
Eigenschaften der fir die Arbeit ausgewahlten Epitope und der dafiir ausgewahlten

Antikdrper werden im Kapitel Material und Methoden vorgestellt.

1.8.0 Markierung der Antikdrper mit Fluoreszenzfarbstoffen

Fir die Detektion der gebundenen Antikdrper mit der DurchfluBzytometrie werden
diese mit Fluorochromen konjugiert. Prinzipiell kbnnen diese Antikoérper-Fluorochrom-
Konjugate kommerziell als Fertigprodukt erworben werden oder der nicht-konjugierte
Antikdrper in einem zweiten Versuchsschritt mit einem fluoreszierenden ,Anti-
Antikdrper* nachmarkiert werden. Ersterer Méglichkeit wird der Vorzug gegeben, da
bei jeder Markierung eines Epitops mit einem Antikorper Wasch- und
Fixierungsschritte erforderlich sind, die unweigerlich zu einem Zellverlust im Substrat
fuhren. Da fur die DurchfluRzytometrie eine Lyse der Erythrozyten im Substrat mit
mehrfachem Waschen der Suspension mit einem weiteren Zellverlust obligatorisch
ist, bleibt die Sekundarmarkierung die Ausnahme (Sekundarmarkierung der Fibrin-
und Fibrinogenantikdrper).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Fluorochrome FITC, PE und PECy5

eingesetzt.
Emission
Fluorochrom / Farbstoff Anregung (nm) ‘ (nm) ‘ MW Bemerkung
578 (rot-
R-Phycoerythrin (PE) 480;565 orange) 240
aka
Cychrome,
Tri-Color,
Quantum
PE-Cy5 conjugates 480;565;650 Red
FITC; pH
Fluorescein (FITC) 495 389 sensitiv
Sulfonyl
Texas Red 589 625 chloride
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Cy5 625-650
Propidium lodide (PI) 536 668

Abb. 1.4 : Ubersicht Fluorochrome

Fluorochrome absorbieren (Exzitation) Licht einer bestimmten Wellenlange wandeln
gewissermassen die Energie und emittieren Licht einer anderen Léange (Emission).
Die genaue Kenntnis der Fluorochromeigenschaften der kommerziellen Antikdrper
sind fir die Gerateeinstellung unabdingbar, da bereits kleine Abweichungen der
Wellenlangen die vom  Fluorochrom ausgestrahlte Lichtenergie  ohne
Geratenachjustierung nicht detektierbar machen. Besonders Stellung haben die
Tandemkonjugate wie PE-Cy5, einem Komplex aus zwei Farbstoffen
(Fluorochromen) mit dem Nachteil einer Verminderung der Gesamtemission und
einer schlechteren Detektion der zwei emittierten Wellenlangen, da das PE fur eine
optimale Emission die gesamte Energie auf das Cy5-Fluorochrom (bertragen
musste, was in der Praxis nicht der Fall ist. Folge ist eine PE-Abstrahlung, die schwer
zu kompensieren ist und bei schwachen Signalen die Detektion unméglich machen

kann.

1.9.0 DurchfluBzytometrie
1.9.1 Einfuhrung

Die DurchfluBzytometrie erfasst Eigenschaften von Partikel oder Zellen, wéahrend
diese den Strahl eines Lasers durchwandern und ihn dabei unterbrechen bzw. das
Licht streuen. Hierbei erzeugte Signale lassen Rickschliisse auf verschiedene
Eigenschaften der gemessenen Objekte zu. Diese multiparametrische Analyse lasst
sich prinzipiell an allen biologischen Zellen durchfihren. Grundvoraussetzung ist das
Vorliegen einer Probe als Einzel- oder Gemischtsuspension in einer Konzentration
von etwa einer Million Partikel (Zellen) pro Milliliter. Zellen aus Gewebeverbanden

mussen hierzu erst mechanisch bzw. enzymatisch aus dem Verband isoliert werden.

Die Verarbeitung der Probe im Gerat beginnt mit der Auflagerung der Suspension,

bzw. der zu messenden Partikel, durch Druck oder Ansaugung auf eine
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Tragerflissigkeit (Sheath Fluid), die von einer Seite in die DurchfluBkammer ( Flow-

Chamber) eingebracht wird und die Kammer durchflief3t.

Flow Chamber

ﬂ 1

Flow ('hz.-mlmr E Prossuras=t,

Abb 1.5 : Prinzipieller Aufbau einer Durchflukammer

Da die FlieBgeschwindigkeit der Tragerflissigkeit gegenuber der Suspension
schneller ist werden die Partikel in eine Reihe auf den Strom gelagert. Wird die
Sheath-FlielRgeschwindigkeit (Flow Rate) herabgesetzt, befinden sich mehr Zellen im
Strom durch die Kammer durch deren Mitte der Laserstrahl hindurchtritt. Dagegen
vermindert sich die Partikelrate pro Zeiteinheit, wenn die FlieRgeschwindigkeit
heraufgesetzt wird. Dieser Prozess wird als Hydrodynamik Focusing bezeichnet. Das
Hydrodynamic Focusing kann somit als Instrument zur Einstellung von mehr und
weniger dichten Flissigkeiten dienen und gewahrleistet, dass auch die Partikel in

sehr dichten Suspensionen noch als einzelnes Element vermessen werden konnen.

Shaath_
i -~

Low {10ul/min} Hedium (80ul/min) High (60ulfmin)

Abb. 1.6 : Hydrodynamic Focusing mit Hilfe variabler Sheath-FlieRgeschwindigkeiten

In der Kammer passieren die Partikel den elliptisch aufgeweiteten Laserstrahl. Bei
diesem Durchtritt wird auf die Partikel fallendes Licht in verschiedene Richtungen
gestreut. Hierbei wird das von der Oberflache des Partikels gebeugte/abgelenkte

Laserlicht als Vorwartsstreulicht bezeichnet und trifft auf den Vorwartsstreulicht-

-27-



Sensor, der das einfallende Licht in einen der GrolRe des Partikels proportionalen

elektrischen Impuls umsetzt.

\ P
. //
~

_—=Forward
o Scatlar

e

Abb. 1.7 : Detektion des Vorwartsstreulichtes

Kleine Partikel erzeugen dementsprechend kleinere Impulse als grofRere.
Unterscheidbar sind Partikel mit einem Durchmesser von weniger als 0,5 um. Fur
Partikel, die grof3er als 20uM sind, besteht die Mdglichkeit einen Neutral Density
Filter in den Strahlengang einzubringen, um das Streulicht und somit auch den
resultierenden Impuls abzudampfen. Neben der Grof3e wird auch die Granularitat der
Oberflache des Partikels Uber den Detektor fiir Seitwartsstreulicht erfasst. Laserlicht,
das von Strukturen im Partikel selbst oder durch Granula auf der Oberflache
abgelenkt/gebeugt wird, macht den groRten Teil des Seitwartsstreulichts aus.
Farbstoffe (Fluorochrome), die im Partikel oder auf seiner Oberflache gebunden sind,
entziehen dem Laserlicht Energie (Exzitation) und emittieren durch verschiedene
Wellenldngen charakteristische Farben. Diese Fluoreszenzfarben werden im
Strahlengang des Seitwartsstreulichts jeweils durch spezielle Filter aus dem
Strahlengang des Seitwartsstreulichtes ausgelenkt und von zugeordneten

Detektoren/Sensoren ausgewertet.

-28-



[ (%]

Abb. 1.8: Prinzipielle Darstellung eines Diagramms mit den Achsen Forward-Scatter
und Sideward-Scatter, dargestellt sind die 3 Leukozytenpopulationen (Lymphozyten,
Monozyten, Granulozyten)

&

&
)

Abb. 1.9: X-Achse — Sideward-Scatter (Seitwartsstreulicht = Refraktionsindex,
entspricht der Granularitat (bzw. Membranfaltelung, dusser Beschaffenheit). Y-Achse

— ForwardScatter (Vorwartsstreulicht) entspricht der ZellgréRe (Querschnittsflache)

Diese werden als Photomultiplier Tubes (PMT) bezeichnet, wobei
DurchfluBzytometer in der Regel neben den Detektoren fir Vorwartsstreulicht und
Seitwartsstreulicht mit zwei bis vier verschiedenen Detektoren fur farbiges Licht
verschiedener Wellenlangen ausgestattet sind. Hierdurch kann die gleichzeitige
Messung von Zellen erfolgen, auf denen mit mehreren Farbstoffen Epitope markiert
wurden. Die PMT’s wandeln das einfallende Licht in einen Stromimpuls um, der

entsprechend der zugefiihrten Lichtmenge groR3er oder kleiner ist.
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Abb. 1.10 : Auslenkung der Wellenlénge einer definierten, vom Partikel emittierten,

Fluoreszenz durch Filter und Umlenkung in die zugeordnete Auswertungseinheit

Durch eine gezielte Auslenkung verschiedener Farben aus dem Lichtstrahl Uber ein

Filtersystem ist die Messung verschiedenster Farbstoffe méoglich.

(OP TIONAL )

FLOW

CELL weuTRaL

q
DENSITY

FILTER
{IF DESIRED )

Abb. 1.10: Optische Bank des Durchfluf3zytometers mit mehreren PMT's fiir
unterschiedliche Wellenlangen

Der Farbstoff FITC fluoresziert beispielsweise hauptsachlich im griinen Bereich und
kann daher vom PMT fir Grun (525nm) detektiert werden. Da Farbstoffe oft nicht in
einem engen Bereich des Farbspektrums fluoreszieren sondern etwas weiter im
Farbspektrum streuen, kdnnen sie unter Umstanden in den PMT’s fir ,benachbarte”

Farben (rot-orange / orange-gelb) detektiert werden — die Wellenlangen tberlappen.
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PMMT2 PMT3 PMT2 PMT3
| I | | I |
565-585 610630 murf 565-585 nm 610-630 rurr
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Abb. 1.11: Bei Farben, die das Spektrum der einzelnen PMT’s liberschneiden ist

eine Berechnung der Impulswerte, sowie eine Korrektur notwenig

In diesem Fall wird der PMT mit dem starksten Signal, entsprechend der groéf3ten
Lichtmenge, zur Analyse ausgewahlt. Beim Einsatz mehrerer Farbstoffe
benachbarter Spektren in der gleichen Probe miissen diese Uberlappungen
elektronisch  kompensiert werden, da sie gegenseitig interferieren.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Dye-to-Dye-Interferenzen kompensiert
werden mussen und dass eine Fluoreszenz unter Umstanden von mehreren PMT

detektiert werden kann.

1.9.2 Exzitation, Emission und Filter im Zusammenspiel

Licht besteht aus partikelahnlichen Paketen (Photonen), wobei jedes Photon eine
bestimmte Farbe (Wellenlange) des Lichtes reprasentiert. Lichtquellen wie z.B.
Laserlicht emittieren nur eine einzige Photonenart, wahrend andere Lichtquellen eine
Vielzahl Photonen/Wellenlangen aussenden. Das menschliche Auge ist nicht in der
Lage unterschiedliche Lichtfarben zu trennen, es nimmt den Querschnitt wahr, wobei
die Intensitat resp. der Helligkeit des Lichts auf der Anzahl der prasenten Photonen
beruht. Photonen scheinen auf ihrem Weg zu schwingen, was auf die Energien im
inneren des Photons zurtickzufiihren ist und je héher diese Schwingungen sind,
desto starker ist die Energie des Photons. Photonen bewegen sich mit
Lichtgeschwindigkeit und die Strecke, die ein Photon wahrend einer Schwingung /
Frequenz zurilcklegt, definiert seine Wellenléange, die in Nanometer angegeben wird.

Je hoher die Energie eines Photons, desto geringer ist seine Wellenléange.
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Fluoreszierende Farbstoffe absorbieren Photonen (Lichtenergie), wobei bestimmte
Farben oder Wellenlangen stéarker absorbiert werden. Die Darstellung der
absorbierten Energie gegeniber den angebotenen Wellenlangen kann eine
Exzitationskurve darstellen. Farbstoffe wie FITC, AO, PI, und PE werden bei einer
Wellenlange von 488nm angeregt, was der Wellenlange eines Argonlasers
entspricht. Gleichzeitig wird die absorbierte Energie vom Farbstoff wieder als
Fluoreszenz abgegeben. Die Darstellung der relativen Intensitédt gegenuber der
Wellenlange entspricht hierbei der Emissionskurve. Gut darstellbare Farbstoffe
absorbieren Energie einer niederen Wellenlange und emittieren viel weiter rechts auf
der Farbskala, dieser Unterschied zwischen dem Maximalpunkt der Exzitationskurve

und dem der Emissionskurve wird als Stokes”scher Shift bezeichnet.

Excitation

—— Stoke’s Shift

Relative Intensity

T T T 1
500 550 600 650
Wavelength (nanometers)

kY
.
=]

Abb. 1.12: Stokes’scher Shift: Abstand zwischen der Wellenlange des Lichtes das fiir
die Anregung des Farbstoffes benétigt wurde und der Wellenldnge des emittierten

Lichtes

IMTERFEREMCE
FILTER

Passad st gy

Source : : Passed
light %D light

Certain colors
Sours s light absorbe:

Abb.1.13 : Einsatz von Filtern zur Auslenkung von bestimmten Wellenlangen
1.9.3 Kompensierung der Fluoreszenz
Beim Einsatz eines einzigen Farbstoffes in einer Messung /Probe reprasentiert das in

den PMT eindringende Licht die Menge eines einzelnen Farbstoffes der an den

Partikel / Zelle gebunden hat. Werden jedoch zwei oder mehr Farbstoffe an die Zelle
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gebunden (z.B. FITC und PE) interferieren die Fluoreszenzen. Die Starke der
Interferenz ist abhangig von der Uberlappung der einzelnen Fluorochrome im
Emissionsspektrum und der relativen Intensitat der Fluoreszenzen. In diesem Fall
ware es denkbar Filter einzusetzen, jedoch wiirden diese Filter auch das
Fluoreszenzsignal der zu messenden Farbe abschwachen. Die Lésung basiert auf
der Annahme, dass das interferierende Licht einen gewissen Prozentsatz des Lichtes
des vom interferierenden ausgehenden Farbstoffs ausmacht. Die PMT-Impulse
reprasentieren entweder das Licht des Farbstoffes oder das Licht des
interferierenden  Farbstoffes. Indem ein Prozentsatz des Impulses des
interferierenden Lichtes abgezogen wird, wird ein Impuls erzeugt, der nun dem
Farbstoff alleine entspricht. Dabei bleibt der Prozentsatz bei jedem Einzelevent
gleich, orientiert sich aber im Endeffekt an der totalen Lichtmenge, die der
interferierende Farbstoff bei dieser Einzelmenge ergibt. Dieser Prozentsatz wird in
der Regel nur einmal bestimmt und dann flr alle Messungen mit den gleichen

Farbstoffkombinationen beibehalten.

1.9.4 Datenauswertung und Gating

Bei den Signalen, die das DurchfluBzytometer aus den Detektoren ermittelt, besteht
die Moglichkeit zwischen zwei erzeugbaren Impulsarten zu wahlen — Peak- und
Integral-Impuls. Der Peak-Impuls wird direkt aus den PMT’s Glbernommen und erfahrt
keine Veranderung. Er erreicht seinen hdchsten Wert, wenn der Partikel sich direkt
im Laserlicht befindet und somit eine Aussage lber den maximalen Helligkeitswert
des Partikels. Ein integraler Impuls hingegen erreicht sein Maximum, wenn der
Partikel der Laserstrahl gerade wieder verlasst und informiert Uber die gesamte
Menge des Lichts, das auf den Sensor trifft.

Das System ist demnach im Besitz von zwei Informationen tber den Partikel : die
maximale Lichtmenge (Peak) und die gesamt Lichtmenge (Integral) . Die Peak und
Intergral-Impulse sind in der Regel zu schwach und missen verstarkt werden. Hierfur
kann entweder direkt eine Vorspannung an die PMT angelegt oder einen
Verstarkungsfaktor (Gain) gesetzt werden, wobei alle Impulse erst nach der
Einzelzellmessung durch die PMT’s mit einem Verstarkungsfaktor (z.B. um den
Faktor 5) multipliziert werden. Die Verstarkungen verursachen eine einige stérende

Impulse, deren Ursache meist die unwillkiirliche Verstarkung von Zelltrimmern
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(Debris) ist. Diese unerwiinschten Impulse werden durch Einsatz eines
Schwellenwertes von der weiteren  Signalverarbeitung  ausgeschlossen
(Rauschunterdriickung (Noise Reduktion), Hintergrundrauschen). Impulse, die den
Schwellenwert (bersteigen werden jetzt in Zahlen konvertiert (Analog-Digitale
Umwandlung, Analog Digital Conversion = ADC), die im folgenden als Kanale
bezeichnet (z.B. 1-1024). Die Impulse werden ihrer GréRBe entsprechend ( 5V
entspricht z.B. Kanal 500, bei 100 Impulsen mit je 5V entféllt auf den Kanal 500 der
Wert 100) auf die Kandle getrennt und gezahlt. Die gewahlte Anzahl der Kanéle
spiegelt das Auflosungsvermogen der Messung wieder (128, 256, 1024 Kandle).

Channel 512 I
100 counts\

L o ML
o] Volts 10
0 Channels 1023

HISTOGRAM

Channels

102 100 ->

904
L1058 101 ==
105 108 >
L1068 10T ==

107 104 —> l908 —= 348.0]

108 105 > Output

L10% 108 ==

110 107 ->

111 108 -2
Sz 108 ->

Log conversion chart

Computer

Abb. 1.14 : Ubertragung der Messwerte in Kanéle und in eine Zahlenkolonne

Es entsteht ein Histogramm auf dessen X-Achse die Kandle und auf der Y-Achse
sich die Anzahl der Ereignisse (Events) in den entsprechenden Kandlen ablesen
lassen (Single-Parameter-Histogramm). Bei einer gro3en Streuweite der Impulswerte
ist es sinnvoll als Kanal-Achse eine logarithmische Skala zu verwenden. Die
Darstellung der Impulse eines Messwertes (z.B. Vorwartsstreulicht = GroRRe)
gegenuber Impulsen eines anderen Messwertes (z.B. Granularitdt) wird
Zweiparameter-Histogramm genannt (Topografische Anzeige / Dot-Plot / Density
Plot) .
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Dem Bediener wird nun ermdglicht, in Zwei-Parameter-Histogrammen
interessierende Partikelwolken oder Histogrammabschnitte (Zellpopulationen) durch
Setzen einer zweidimensionalen Begrenzung (Gate) zu isolieren und Daten
ausschlieBlich Uber diese Population zu sammeln. Dieses Gating um eine
interessierende Population erfolgt in zwei Schritten: Das Gate wird als amorphe,
guadratische oder elliptische Begrenzung um die gewiinschte Region gesetzt. Im
folgenden Schritt wird das Gate einem neuen Histogramm zugeordnet, so dass nur

Daten aus diesem Gate im zugeordneten Histogramm angezeigt werden.

»
Fs 23 % of the

histogram

"Lod ss "

Abb. 1.15 : Das Gating einer Population ermdglicht weitere Auswertungen in einem

Ausschnitt der Zellpopulation

SchlieBlich werden die dem Gate zugeordneten Histogramme statistisch
ausgewertet. Hierfir werden wiederum Regionen in die 1-Parameter-Histogramme
eingebracht, die einen ausgewahlten Teil der Kurve im Histogramm in verschiedener
Hinsicht statistisch auswerten (maximaler Wert, prozentualer Anteil der Ereignisse in

der Region gegeniiber der gesamten Kurve des Histogramm etc.).

I 44 % Of Histogram

Abb. 1.16 : Zwei-Parameter-Histogramm eines Merkmals einer zuvor im Gate

erfassten Population
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Praktisch bedeutet dies, dass mit dem ersten Gate eine Zellpopulation erfasst und
diese fur sich in einem dafir erzeugten Histogramm auf ein weiteres Merkmal
(Fluoreszenz) untersucht wird. Bei der Analyse eines 2-Parameter-Histogramms
werden die statistischen Ergebnisse jeweils fur die X- und die Y-Achse getrennt
ausgegeben. Die heutige Software der Durchfluzytometer ermdoglicht ein weites
Spektrum mdoglicher Verknupfungen und Berechnungen zwischen verschiedenen

Regionen nach analytischen Gesichtspunkten.

-36 -



1.9.5 Auswertung der Ergebnisse

Meist werden durchfluBzytometrische Daten anhand der erzeugten Histogramme
ausgewertet bei denen die X-Achse die relative Fluoreszenzaktivitat und die Y-Achse
die Anzahl der Ereignisse darstellt. Von Vorteil ist hier die Simplizitat der Darstellung,
nachteilig ist, dass nur ein Parameter sichtbar ist. Die Uberlagerung verschiedener
Parameter in einem Histogramm mit Hilfe von Freeware-Fremdprogrammen
(FACSovI®) erscheint eher unuibersichtlich. Fir eine prazise Auswertung ist auf eine
ausreichende Zellzahl pro Messung zu achten, die in dieser Arbeit meist bei 20.000-
50.000 Zellen lag (Stop value). Weitere wichtige Histogramme sind die
Hintergrundfluoreszenz (Background-Fluorescence / Autofluoreszenz), die eine
Messung der nicht-fluoreszenzmarkierten Probe mit deren Eigenfluoreszenz darstellt,
sowie das Fluoreszenzsignal der Isotypkontrolle (Negative Staining), einer
Markierung der Zellen mit ebenfalls fluoreszenzmarkierten Immunglobulinen der
entsprechenden Immunglobulinklasse des spater verwendeten Antikdrpers (Test auf
unspezifische Bindungen). Diese Histogramme werden vor den eigentlichen
Messungen erstellt und die nachfolgende Messung gegebenenfalls durch Korrektur
der Gerateeinstellungen optimiert. Autofluoreszenz und Negative Staining werden
obligatorisch fiir jeden Versuch mitgefiihrt. Nachdem die zu untersuchende Zellregion
(i.S. eines steilen, schmalen Anstiegs der Fluoreszenzkurve) optimal erfasst wurde,
erfolgt die automatische Berechnung der statistischen Werte. Hauptaugenmerk liegt
hierbei auf der Mean Fluorescence Intensity (MFI). Ein weiterer Parameter ist der

Median der Fluoreszenz.

1.9.6 Datenverarbeitung / Qualitatssicherung der Daten

Die Datenverwaltung der Messdaten ist bei den meisten DurchfluBzytometern
standardisiert. Rohdaten werden in Listmode-Dateien gespeichert und nach der
Messung nicht mehr verandert. Eine Analyse bedient sich immer der Rohdaten und
liest diese in ein Analyseprotokoll ein Dies hat den Vorteil, dass Daten wieder nach
neuen Gesichtspunkten untersucht werden kénnen ohne die realen Messwerte zu
andern. Die Datenspeicherung erfolgt auf magnetischen oder optischen Medien.

Zusétzlich wird von jedem Mess- und Analysevorgang ein Protokoll ausgedruckt.
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Wie bereits erwahnt kdnnen die Messdaten des Coulter Epics XL entweder mit der
Originalsoftware oder mit frei verfligbaren Programmen ausgewertet werden. In
dieser Arbeit wurde die Epics XL-Software, sowie das Programm WinMDI 2.8 und
FACS-OVL 2.0 verwendet.

1.9.7 Besonderheiten des Coulter EPICS XL System Il

Das verwendete Coulter Epics XL MCL- DurchfluBzytometer verfugt tber ein
Karussell in der Probenzufiihrung fiir 50 FACS-(Falcon)-Probenréhrchen. Um eine
optimale Beschriftung und Probenidentifizierung zu erreichen wurde das integrierte
Barcodelesesystem genutzt und mit CorelDraw® Barcodes im Codel28-Format

erzeugt.

1.10.0 Simulationsmodell fir die extrakorporale Zirkulation

Als Simulationsmodell fir die extrakorporale Zirkulation kommt in dieser Arbeit der
Chandler-Loop zum Einsatz. Mit Blut gefiillte Ringe (Loops) aus verschiedenen
Schlauchmaterialien und Beschichtungen rotieren im Wasserbad. Die ,Blutsaule”
steht quasi, der Kunststoff rotiert um die Blutsdule und simuliert einen Fluss. Zu
definierten Zeiten werden die Loops entnommen und daraus Proben zur Analyse
abgenommen. Die genau Funktionsweise des Chandler-Loops ist im Kapitel ,Material
und Methoden* beschrieben.

1.11.0 Hinfihrung zum Thema

Der Aufbau des menschlichen Kérpers ist komplex strukturiert, dass die vollstandige
funktionelle Substitution seiner Strukturen mit kunstlichen Werkstoffen und Bauteilen

nahezu unwahrscheinlich ist.

In der modernen Medizin besteht jedoch die Notwendigkeit, temporar oder langfristig,
verschiedene Korperfunktionen zu ersetzen oder zu simulieren. Dieser Ersatz kann
physiologische und mechanische Funktionen Gibernehmen und sowohl im Kérper, als
auch auRRerhalb zum Einsatz kommen. Das Spektrum der Anwendungen dabei breit

gestreut (Kathetersysteme, Schlauche, Herzschrittmacher, Herzklappen etc.).
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Grund fiir die Ubernahme der Funktionen durch Geréte oder Implantate stellt meist
der Ausfall korpereigenen Gewebes durch singulare Defekte oder als Ergebnis
chronischer Erkrankungen dar.

Auf dem Gebiet der Herzchirurgie ersetzen Kunststoffschlauche wahrend einer
Herztransplantation oder der Bypasschirurgie unter Einsatz einer Herz-Lungen-
Maschine Uberbriickend die Blutgefalle des Patienten. Die  physiologischen
Kernfunktionen des Kreislaufs und des Gasaustauschs werden durch den Einsatz
von Oxygenatoren und Pumpen aufrechterhalten. Wahrend der extrakorporalen
Zirkulation (EKZ) besteht eine grof3e Kontaktflache zwischen dem Organ Blut und
den kinstlichen, unphysiologischen Oberflachen der unterstiitzenden Geréate in der

GroRenordnung von etwa 3 Quadratmetern.

Jeder Kontakt menschlicher Strukturen mit Fremdmaterialien und —Oberflachen fiihrt
unweigerlich zu Abwehrreaktionen auf breiter oder auch sehr spezifischer Basis. Die
Werkstoffe der Fremdoberflache sollten daher weitestgehend biokompatibel sein, um
diese Abwehrreaktion zu minimieren. In Bezug auf die vorliegende Arbeit sind die
Kriterien Hamokompatibilitat und Zytokompatibilitat von Relevanz.

Ziel der Materialforschung ist, die optimale Vertraglichkeit zwischen einem
biologischen und einem technischen System herzustellen, wobei sich das
eingebrachte Material dem Korper gegeniiber weitgehend neutral verhalten, zu
keinen Abbaureaktionen fuhren und auch auf den Stoffwechsel keine bedeutenden
Einflisse haben sollte. Dieses Ziel kann sich durch  Struktur- und
Oberflachenoptimierung der Werkstoffe genahert werden. Insbesondere die
Auswirkungen durch eine Beschichtung der Oberflache mit Pharamaka (Heparin)

werden von vielen Studiengruppen untersucht.

Die rasante Entwicklung von biokompatiblen Werkstoffen fir die Kklinische
Anwendung spiegelt auch die zunehmende Anzahl von Patienten wieder, die auf den
teilweisen oder totalen Ersatz einer oder mehrerer Kérperfunktionen, z.B. bei einer
Transplantation von Organen, angewiesen sind. Bei einer steigenden
Lebenserwartung der Bevoélkerung wird auch der Bedarf an Implantaten und
Prothesen stark zunehmen. Dies trifft insbesondere auf das Gebiet der Herzchirurgie
vor dem Hintergrund zunehmender arteriosklerotischer Veranderungen mit der

Notwendigkeit von chirurgischer Interventionen zu.
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1.11.1 Gegenstand der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Evaluation von neuen Testmethoden zu
Bewertung der Hamokompatibilitét zweier Fremdoberflachen. Stellvertretend fir die
Vielzahl von Fremdoberflachen und weiteren Beschichtungsverfahren wurden
unbeschichtetes Polyvinylchlorid (PVC) und ein mit einer Beschichtung aus Heparin
versehenes PVC (Carmeda Bioactive Surface) ausgewahlt. Mit Hilfe eines Modells
wurde die Simulation einer extrakorporalen Zirkulation durchgefiihrt. Verschiedene
laborchemische Analysen testeten nach der Simulation den EinfluR der
Fremdoberflache auf die Blutzellen um Aussagen lber die Hamokompatibilitéat der
beiden Fremdoberflachen treffen zu kénnen. Als Analysemethoden kommen zwei

grundsatzlich unterschiedliche Verfahren zum Einsatz.

1.11.2 Laborchemische Analysemethoden

Um die Hamokompatibilitat der Fremdoberflachen untersuchen und vergleichen zu
kénnen wurden Laboruntersuchungen des Bluts durchgefiihrt, das mit der
Oberflache in zirkulatorischem Kontakt stand. Hierbei kamen sowohl konventionelle
enzym-immunologische Bestimmungsmethoden (humorale Marker), als auch
Untersuchungen mit Hilfe der DurchflulRzytometrie zur Anwendung. Bei der
DurchfluBzytometrie handelt es sich um eine direkte Messung von fluoreszierenden
Antikbrpern gegen Antigenstrukturen auf der Zelloberflache oder im Inneren der
Zelle.

1.11.3 Welche Fragen sollte diese Arbeit beantworten ?

1) Gibt es neue laborchemische Ansatze, um die Hamokompatibilitit von
Fremdoberflachen zu testen ?

2) Sind diese Methoden hinreichend aussagekraftig in Hinsicht auf ihre
Durchfiihrbarkeit im Labor, ihre Storanfalligkeit und ihre Reproduzierbarkeit
im Rahmen von kleineren und grésseren Versuchsreihen ?

3) Welche methodischen und praktischen Erfahrungen mit den Messungen

werden gemacht ?
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4)
5)

6)

7)

8)

9)

Wie lassen sich die experimentellen Methoden optimieren ?

Gibt es besondere Schwierigkeiten, die einen Nachteil fur die eine oder
andere Methode bedeuten oder die technische Durchflihrung verbieten ?
Haben heparinbeschichtete Kunststoffoberflachen bessere hamokompatible
Eigenschaften als unbeschichetete Kunststoffe und mit welchen
Untersuchungen lasst sich dies nachweisen ?

Ergeben sich Vorteile durch die Anwendung durchflulzytometrischer
Untersuchungsmethoden oder sind die konventionelle Messmethoden
ebenso geeignet ?

Sind durch die intrazellulare Detektion von Antigenen neue oder
bestatigende Aussagen Uber Biokompatibilitdtsunterschiede mdoglich ?
Kdénnen neue Erkenntnisse tber den Pathway der Aktivierungskaskaden im

Rahmen der extrakorporalen Zirkulation gewonnen werden ?
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2.0.0 Material und Methoden
2.1.0 Ubersicht des Versuchsablaufs

Fir die Bestimmungen der Marker wurde den Probanden Blut enthommen und in den
Ringen des ChandlerLoop-Simlationsmodells aktiviert. Die Entnahme des Bluts auf
den Ringen erfolgte zu definierten Zeitpunkten um eine eventuell vorhandene Kinetik
erfassen zu konnen. Die Proben wurden nach der Entnahme jeweils den
durchflulzytometrischen  Bestimmungsmethoden oder den konventionellen,

enzymatischen Methoden zugefiihrt.

Blutabnahme und
Befillen der Loops

Leerwert PVC-Schlauch PVC-Schlauch heparinbe- heparin-
ohng 60min Rotations- 120min . .
Schlauchkontakt dauver Rotations-dauer Sr:hlaa..lch G0min Senlauch 120min
Stop der Aktivierungsvorgénge
durch Heaprinzugabe [ baw.
Nachaklivierung der Ansdlze
Vwbereiiu ng der Vorbere;lung der
Proben fir die Proben fiir die
Durchfluti- humeralen
zytometrie Bestimmungen
.. AK—Maﬂ;ierungen
AK-Markierungen Ar't‘:l::::":?‘e" in Thrombozylen- Plasma- | Serum-
im Vollblut sur I'DSI"‘OH suspension Gewinnung
pe (FRP)
Markierung der ierung der i der Humorale
Zellen mit Zellen mit Zellen mit Bestimmungen
A - Pt (ELISA]
Erythrozyten-
Lyse
Durchflu- :
zylometrische P“‘:"“;r:;:'r"sc"“
Messung 9

Abb. 2.1 Ubersicht des Versuchsablaufs
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2.2.0 Probandenauswahl

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte mit frisch gewonnenem venésem Blut eines
gemischten Pools gesunder Probanden. Die geschlechtliche Verteilung betrug etwa

1:1. Folgende Ausschlusskriterien wurden festgelegt:

- Einnahme von Acetylsalicylsdure oder anderen gerinnungshemmenden
Medikamenten in der Zeit von bis zu 14 Tagen vor der Blutspende

- Nikotingenuss

- Einnahme von Kontrazeptiva

- bestehende oder vermutete Schwangerschaft.

Die sitzenden Blutspender wurden mit einem 19-G-Butterfly Venenpunktionsbesteck

der Firma Abbott® punktiert. Auf eine Stauung vor der Abnahme wurde weitgehend

verzichtet oder diese bis maximal 40mmHg durchgefiihrt. Bei Vermeidung eines zu

starken Sogs wahrend der Abnahme sollte die Transmissionszeit der Zellen

zwischen GeféaRlumen und Stabilisatormedium in der Monovette sollte unter einer

Sekunde liegen. Ziel war es, dass es durch den Vorgang der Blutabnahme selbst

nicht zu einer artifiziellen Aktivierung kam.

2.3.0 Blutabnahmesystem

Das von Probanden gewonnene Blut wurde in 9ml Monovetten abgenommen. Die fiir
die Befiillung der Schlauche vorgesehenen neutralen Monovetten enthielten als
Antikoagulanz 1 IU Heparin (Liquemin®) pro Milliliter (9 IU Heparin / 9ml-Monovette).
Diese Monovetten wurden unmittelbar nach der Abnahme vorsichtig zweimal
geschwenkt um eine Durchmischung mit dem Antikoagulanz zu erreichen und in
einem PVC-Gefal? zusammengefihrt (,Pooling®). Fir die Leer- und Kontrollwerte
wurden Monovetten mit 10 IU Heparin pro Milliliter eingesetzt (90 U / Heparin / 9ml-
Monovette) sowie je nach Bestimmung jeweils eine vorkonfigurierte 9ml/4, 5mi-
Monovette mit EDTA, Citrat oder Granulat zur Serum/Plasmagewinnung
abgenommen. Fir Thrombozyten-Analysen kam eine speziell hergestellte
Thromboytenstabilisierungsldosung in nachfolgender Kombination mit
Thrombozytenfixierungslésung zum Einsatz (siehe Methoden). Ziel dieses

Abnahmesystems ist es, die Kontrollwerte mdglichst im ,Status quo“ des
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Entnahmezeitpunktes zu erhalten, bzw. diese als Momentaufnahme unter
Ausschluss weiterer Verénderungen zu konservieren. Die Proben fur die Leer-
/Kontrollwerte wurden sofort nach der Entnahme verarbeitet oder, falls erforderlich,
entsprechend den im jeweiligen Methodenabschnitt angegebenen Richtlinien bis zum
Ende des Chandler-Loop-Durchlaufs gelagert. Jeder Proband spendete pro Schlauch
20ml Blut, sowie ca. 25ml Blut fiir die Leer-/Kontrollwerte. Im Schnitt wurden etwa

120 ml Blut pro Versuch bendétigt.

2.4.0 Chandler-Loop als Simulationsmodell fur die extrakorporale Zirkulation
2.4.1 Aufbau und Anwendung als Simulationsmodell fur die HLM

2.41.1 Chandler Loop I (urspriinglich)

1958 veroffentlichte A.B.Chandler in seiner Veroffentlichung ,In-vitro- Thrombotic
Coagulation of the Blood“ eine Methode, um einen Thrombus in einer bewegten
Blutsaule in vitro entstehen zu lassen (11) . Zu diesem Zeitpunkt gab es nur wenige
Méglichkeiten fiir Thrombosestudien unter kontrollierten Laborbedingungen in vitro.

In der vorgestellten Methode floss Blut in einem kreisformig geschlossenen
Schlauch, welcher auf einer geneigten, elektrisch angetriebenen Drehscheibe
rotierte. Der aus Polyvinyl bestehende Schlauch hatte eine Lange von 25 cm und
einen Innendurchmesser von 0, 375 cm. Durch Fillung des Schlauches mit 1ml Blut
entstand eine Blutsaule von 9, 9 cm Hohe darin. Nachdem der ,Loop* auf der
Drehscheibe zentriert worden war, lie@ Chandler ihm mit 17 Umdrehungen pro
Minute und einer Neigung der Drehscheibe von 23 Grad rotieren. Diese
Drehgeschwindigkeit reprasentiert die Flussgeschwindigkeit des Blutes im vendsen

System in vivo.

Abb. 2.2 : Original Chandler-Loop von 1958, Darstellung des zum Kreis

geschlossenen Kunststoffschlauches, zentriert auf einer geneigten Drehvorrichtung.
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Die Pfeile bedeuten die Drehrichtung der Scheibe bzw. des Blutes. a = vorderes

Ende der Blutséule und Bereich der Thrombusbildung

Es erfolgte eine Relativbewegung des Schlauches entgegengesetzt der Drehrichtung
und die rechnerische FlieBgeschwindigkeit des Blutes betrug dabei 425 cm pro
Minute. Die Durchfiihrung des Tests erfolgte bei Raumtemperatur. Chandler tberlie
den Versuch solange sich selbst, bis sich am vorderen Ende der Blutsédule ein
Thrombus gebildet hatte. War der Thrombus grofl3 genug geworden um das Lumen
des Schlauchs auszufillen, wurde die bis dahin noch im unteren Teil des Schlauches
stationare Blutsdule zur Mitbewegung in Rotationsrichtung gezwungen. Chandler

definierte diesen Zeitpunkt als ,formation time*“.

Sein Versuchsmodell fand groBen Anklang. Engelbergs demonstrierte 1969 dass
Thrombinbildung und Gerinnung die Hauptmechanismen der Gerinnsel- und
Thrombusentstehung sind, wenn Blut im Chandler-Loop rotiert und dass die
Plattchenaggregation sekundar zur Thrombinbildung ist (17). Gardner versuchte
1974 eine technisch-physikalische Standardisierung des Chandler-Loops hinsichtlich
der Einflisse der Schlauchgeometrie, der Drehgeschwindigkeit und der Temperatur
zu empfehlen. Auch die Zusammenhange zwischen der Thrombusbildungszeit und
Einflissen auf das im Versuch verwendete Blut ( Lagertemperatur des Blutes, Zeit
zwischen Blutabnahme und Beginn der Rotation ) wurden evaluiert (19) . Andere
Autoren richteten ihr mikroskopisches und makroskopisches Augenmerk auf die
Zusammensetzung der entstehenden Thromben (roter / weiBer Thrombus).

Es wurde auch erkannt, dass der Chandler-Loop ein geeignetes Mittel zur
Untersuchung von Antikoagulantien in Vollblut oder plattchenreichem Plasma ist,
sowie fur Studien Uber hereditdre Gerinnungsstdrungen und thrombolysierende
Substanzen (43) , (70) . Fur die Evaluierung von Lyseverfahren wurden so
~standardisierte” Thromben hergestellt.

Der Chandler-Loop findet bis heute in modifizierter Form Anwendung in der
Forschung. Ein Beispiel ist der Einfluss der Oberflachen von in die Blutbahn bzw. den
Loop eingebrachten Stents auf die Gerinnungsaktivierung und die Anheftung von
Zellen des Blutes auf diese Fremdoberflache.

Der modifizierte Chandler-Loop mit dessen Hilfe die vorliegende Arbeit durchgefihrt

wurde, hat mit Chandlers urspriinglicher Konstruktion nur noch den rotierenden, mit

- 45 -



Blut gefillten Kunststoffschlauch gemeinsam. (Siehe Kapitel - Der modifizierte

Chandler-Loop)

2.4.1.2 Chandler Loop Il (modifiziert)

Heller und Wendel entwickelten 1993 in Anlehnung an das Original des Chandler-
Loop eine modifizierte Version des Gerates, die ebenfalls der Untersuchung
gerinnungsphysiologischer Vorgénge dient. Ziel war es, den Vorgang des Kontakts
zwischen Blut und unphysiologischen Oberflachen, wie er beim Einsatz einer Herz-
Lungen-Maschine auftritt, moglichst realistisch in vitro nachzubilden, um auch die
Beobachtung von Phanomenen abseits der klassischen Gerinnungforschung, z.B.
die Veranderungen von Plasmaproteinen und korpuskularen Blutbestandteilen, zu

ermdglichen.

Abb. 2.3: (1) mit Blut gefillter Kunststoffschlauch, auf einer Walze rotierend (2)
Wasserbad (3), (4) Zu- und Abfluss des temperierten Wassers (5) Wasservorrat und
Heizspirale (6) Steuergerat des Kyrostaten (7) Kontaktthermometer mit Impulsgeber
und  Temeraturvorwabhl (8) Wellengeduse mit  Antriebswelle  und

Geschwindigkeitsvorwahl

Die Ringe / Loops aus Kunststoffschlauchen werden jetzt senkrecht in einem
Wasserbad rotiert. Durch einen angeschlossenen Kryostaten erfolgt eine
Temperaturregulierung des Wassers mit der Moglichkeit der Simulation einer Normo-
bzw. Hypothermie, die das Blut auch bei der realen extrakorporalen Zirkulation

erfahrt.  FUr  hypothermische  Zustande im  Wasserbad dient eine
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Kompressorkéltemaschine, wahrend die normo- und hypertherme Umgebung durch
eine Heizung nach dem Prinzip eines Tauchsieders im Wasservorratsbehalter
erzeugt werden. Die Einstellung der gewilnschten Temperatur erfolgt durch ein
einstellbares Kontaktthermometer, das mit dem Steuergerat verbunden ist.

Die Rotationsgeschwindigkeit kann auf finf Stufen zwischen 10 und 30
Umdrehungen pro Minute eingestellt werden. Die resultierende FlieRgeschwindigkeit
des Blutes liegt somit bei einer Schlauchlange von 501mm zwischen 8, 35 und 25,
05 cm pro Sekunde. Diese Blutstromungsgeschwindigkeiten treten auch im Bereich
der menschlichen Aorta bis hin zu den Endasten der groRen Arterien auf (69) , (88) .

Den Antrieb bernimmt ein im Wellengehause integrierter Gleichstrommotor.

250
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Abb.2.4: links : Modifizierter Chandler-Loop in der Daraufsicht rechts

Modifizierter Chandler-Loop in der Seitenansicht, beide ohne Kryostat

2.4.1.3 Chandler-Loop lll (erweitert)

1997 wurde der Modifizierte Chandler-Loop erweitert. Ein gréReres Wasserbad und
eine langere Welle fir die rotierenden Schlauche ermdglichten eine groRere Anzahl
gleichzeitig durchzufiihrender Versuche. Die neue Befestigung fur die Schlauche
Uber 4 quadratisch angeordnete Stahlstabe erlaubt nun auch Versuchsdurchlaufe mit
verschiedenen Schlauch-Radien und die Befestigung anderer Hohlkérper wie z.B.

Konnektoren fir Versuche unter Rotationsbewegung ( Rocking Platform).
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2.4.2 Die Loops (Ringe) des Chandler-Loops

Durch die Verwendung von ringférmig zusammengefiigten Kunststoffschlauchen, in
denen das Blut wahrend der Durchfiihrung des Versuchs zirkuliert, wird der Kontakt
mit der Fremdoberflaiche hergestellt. Um eine definierte Innenoberflaiche des
Schlauchs von 150 cm? zu erreichen betragt die Schlauchlange 501 mm. Die
SchlauchmaRe von 3 x 31" (Innendurchmesser x Wandstérke) sowie die
Schlauchmaterialien entsprechen den Parametern, die auch beim Einsatz der Herz-
Lungen-Maschine vorgefunden werden.

Der Schlauch wird mit einem etwa 4 cm langen Uberlappenden Silikonschlauch, mit
entsprechend gréRerem Innendurchmesser, kreisformig verschlossen.
Prazisionsgeschnittene Enden des zu prifenden Schlauchs sollen eine optimale

Adaption der Enden ermdglichen.

Abb.2.5: Ringférmig verschlossener Schlauch (Loop) zur Verwendung im
modifizierten Chandler-Loop

Diese Art der Verbindung kann jederzeit gedffnet werden, wodurch eine Zugabe oder
Entnahme von Material wéhrend einer kurzen Unterbrechung der Rotation mdglich
ist. Auf diese Weise kann eine Kinetik der zu untersuchenden Ereignisse im
Schlauch zu beliebigen Zeitpunkten erfolgen.

2.4.4 Ubergabe des Bluts in die Chandler-Loops

Jeder Schlauch fur den Versuchdurchgang wurde unmittelbar nach Gewinnung und

Pooling des Blutes mit 20ml des mit 1 IU/ml heparinisiertem Vollblutes befillt und als

-48 -



Ring verschlossen. Danach wurden die Loops in den Chandler-Loop eingebracht,
befestigt und die Rotation fur die definierten Zeiten gestartet.

Sollen Proben zu mehreren Zeiten abgenommen werden, wird fir jeden dieser
Zeitpunkte ein eigener Ring gestartet um Aktivierungen wahrend dem sonst nétigen
Offnen und SchlieRen eines Loops zur Blutentnahme zu verhindern. Eine
Bestimmung mit den Rotationsdauern 60min und 120min bei zwei Schlauchtypen
besteht somit aus 4 Loop (Heparinschlauch 60min, Heparinschlauch 120min, PVC-
Schlauch 60min, PVC-Schlauch 120min).

2.4.5 Einstellungen des Modifizierten Chandler-Loops wahrend der Simulation

einer extrakorporalen Zirkulation in vitro

Die Loops rotierten mit 10 Umdrehungen pro Minute durch das normotherme (37°C)
Wasserbad. Die Kombination der Rotationsgeschwindigkeit und der Schlauchlange
von 501 mm ergibt eine FlielRgeschwindigkeit des Blutes im Schlauch von 8, 35 cm /
Sekunde relativ zur Schlauchoberflache. Diese Geschwindigkeit entspricht in etwa
jener, mit der sich das Blut unter physiologischen Bedingungen innerhalb der

Endabschnitte von Hauptarterienasten des Gefal3systems bewegt.

2.4.6 Probenvorbereitung (Substratgewinnung) nach Chandler-Loop

Nach Ablauf der Rotationszeiten wird der entsprechende Schlauch geéffnet und das
Blut in Monovetten Uberfiihrt. Um weitere Aktivierungen zu unterbinden enthalten
diese Monovetten 10U Heparin/ml. Weiterhin wird ETDA-Blut entnommen und fur die
Zellzahlungen verwendet. Die gewonnenen Proben werden sofort der weiteren

Bearbeitung zugefuhrt.
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2.5.0 Ubersicht des Analysevorgangs

Probe aus
- - heparinbe- heparinbe-
Leerwert (kein PVC-Schlauch PVC-Schlauch " "
schichieter Schlauch schichteter Schlauch
Scnlaual_‘mntakt] B0min Rimanon 120min Rotation 60min Rotation 120min Rotation
Autofluoreszenz (keing Markierung der Probe mit Markiarung der Probe
Markierung mit Antikepem) Isotypkontrolle (Negative Stain ing) mit Antikarpern
Lyse der
Enythrozyten falls
Markierung im
Vollblut
wurden Leukozyten markiert wurden Thrombozyten
folgen Mefsungen markiert folgen Messungen
Gesamiflucreszenz |5o1yc6;nnmle
Fluoreszenz in der "
Autolluoreszenz
Isotypkontrolle

i E i F ;
Gesamifluoreszenz Fluoreszenz in luoreszenz in Tuoreszenz in

Abb. 2.6 : Ubersicht des Analysevorgangs

2.6.0 Vorbereitende Untersuchungen

Den eigentlichen Bestimmungen gingen ausgiebige Vorversuche voraus, die keinen
Einfluss in die endgultigen Messreihen haben. Mit diesen Vorversuchen wurden die
technischen Schwierigkeiten der Methoden und der dazugehérigen Messungen
evaluiert und Storfaktoren, insbesondere bei der durchfluzytometrischen Messung,
ausgeraumt. Weiterhin wurden Erfahrungswerte hinsichtlich der Geréateeinstellungen
und der Haltbarkeit der Proben, sowie deren Messwertdnderungen bei
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verschiedenen Lagerungen gesammelt. Die letztlich giiltigen Messreihen wurden im
Anschluss an die Vorversuche en-bloc durchgefuhrt. Die Geréateeinstellungen,
insbesondere die des Durchflulzytometers, blieben dabei fur die gesamte
Versuchsreihe einer Analysemethode gleich und wurden nicht mehr verandert. Bei
den Messreihen, die in die endgultige Wertung eingingen, wurden alle Werte erfasst.
Ausreil3er sind darin enthalten. Fir jede Methode wurde ein Minimum von sechs
Messvorgangen durchgefuhrt, im Mittel 10 Versuchsvorgéange. Geringe Fallzahlen
erklaren sich durch die Verwendung von Reagenzien, die Firmen teilweise als Proto-
/Versuchstypen zur Verfligung gestellt haben und die fur weitere Versuche nicht
nachbestellt werden konnen (Beispiel: CellProbe — Peroxidase, CellProbe —
Kallikrein).

2.7.0 Ubersicht aller angewandten Tests

Untersuchungsmethode

Durchfluizytometrische Humorale Bestimmungen
Bestimmungen an Zellen im Serum/Plasma
Markierung van Markierung van
Obearflachen Antigenen intrazellulédren Strukturen
mit Antikdrpern mit Antikdrpern
CD11B (Leukozyten) Kallikrein PMN-Elastase
- Thrombin-
CD11C (Leukozyten) Oxidativer Burst Antithrombinkomplex
CD18 (Leukozyten) Peroxidase F1+2 Prothrombin
CDB2L (Leukozyten) AAPV-Elastase Bata-Thromboglobulin
CDB2P (Thrombozyte) RGES-Elastase SC5b-9 (Komplement)
CD41 (Thrombozyten) Interleukin 1-beta Zellzahlen
Fibrin an Thr./Leukozyten Interieukin 2

Fibrinogen an Thr./

Leukazyten Tumormekrosefaktor alpha

Hitzeschockprotein HSPTO

Abb. 2.7 : Ubersicht der angewendeten laborchemischen und immunologischen
Tests
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2.8.0 Vorstellung und Evaluation verschiedener Lyseverfahren fiir Vollblut

2.8.1 Vorbemerkungen

Lyseverfahren dienen vor der durchfluRzytometrischen Analyse der Erythrozytenlyse
nach direkter Immunfluoreszenzfarbung von Zellen aus peripherem Humanblut mit
monoklonalen Antikérpern. Ergebnis nach dem Lysevorgang ist eine fir die
DurchfluBzytometrie geeignete Leukozyten-/Thrombozytensuspension. Die
Erythrozytenlyse kann durch eine Reihe chemischer und physikalischer Methoden
erreicht werden, bei denen die Leukozyten intakt bleiben (50). Bei der
durchfluBzytometrischen Messung ist jedoch ausschlaggebend, dass die Zelltrimmer
der Hamolyse nicht die Darstellung der Zelllinien beeintrachtigen. Im diesem
Zusammenhang sind die der Lyse folgenden Wasch-/Reinigungsschritte besonders
wichtig. Lyse-Reagenzien, die auf Waschschritte verzichten (No-Wash) bieten den
Vorteil eines geringeren Zellverlust aus dem Ansatz gegeniiber Reagenzien mit
Waschschritten, belassen jedoch die Zelltrimmer der lysierten Erythrozyten in der
Suspension. Der Einflul dieser Zelltrimmer wird wiederum von deren GroR3e
bestimmt, was einem Kriterium fir die Auswahl eines No-Wash-Lysereagenzes

bedeutet.

2.8.2 FACS Lysing Solution

2.8.2.1 Beschreibung des Tests und Funktionsprinzip

Bei der FACS-Lysing-Solution handelt es sich um ein Reagenz, welches durch
Stérung des osmotischen Gradienten einen Wassereinstrom in die Erythrozyten
bewirkt. Dies wird wahrscheinlich durch eine partielle Zerstérung der
Membranintegritat bewirkt. Einstrémendes Wasser fiihrt dann zum Platzen der
Erythrozyten. Die entstandenen Fragmente sind von unterschiedlicher GréRe und
mussen durch Reinigungsschritte aus dem Ansatz entfernt werden, um eine

durchflulRzytometrische Messung stérungsfrei durchfiihren zu kénnen.
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2.8.2.2 Methode

Die FACS™-Lysing Solution, Produkt # 92-0002 (Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) wird vor Gebrauch vom 10-fach-Konzentrat auf eine gebrauchsféahige
Konzentration verdinnt, indem 1ml FACS™-Lysing Solution mit 10ml Aqua dest.
gemischt werden. Folgende Reagenzien werden selbst vorbereitet : 0,5%-
Paraformaldehy aus 2,7ml Formaldehyd (37% Reagenzgrad) und 197,3ml
Tragerflissigkeit Ultracount (Hamatologisches Verdinnungsmittel (Clay-Adams
#2483), Lagerung bei Raumtemperatur, Verbrauch innerhalb von 10 Tagen. PBS mit
0,1% Natriumazid mit Filterung durch einen 2um-Filter (Lagerung bei 4°C, Verbrauch
innerhalb von 7 Tagen). In jeden Ansatz werden nach der Inkubationszeit der
monoklonalen AK (Volumen ca. 120uL) 2ml FACS™-Lysing Solution gegeben und
der Ansatz bei niedriger Drehzahl mit dem Vortex flr drei Sekunden durchmischt. Es
folgt eine Inkubation unter Lichtschutz bei Raumtemperatur fir 10 Minuten. Die
hellrot gefarbte Suspension wird anschlieRen fir 10min bei 300G unter Kihlung
zentrifugiert. Der Uberstand wird mit einer Einmal-Glaspipette ohne Aufwirbelung des
Sediments bis ein Volumen von 50uL im Probenréhrchen abgesaugt und das
Sediment durch Zugabe von 1ml 1-fach-PBS mit 0,1% Natriumazid resuspendiert.
Nach kurzem Vortex der Losung bei niedriger Rotation wird der Lyseansatz fiir 5min
bei 300G unter Kiihlung zentrifugiert. Der Uberstand wird mit einer Einmal-
Glaspipette ohne Aufwirbelung des Sediments entfernt bis ein Volumen von 50uL im
Probenréhrchen (brig ist. Die Probe wird durch Zugabe von 0,5ml 0,5%-
Paraformaldehyd fixiert und bis zur durchfluBzytometrischen Bestimmung unter
Lichtschutz auf Eis gelagert. Zur Optimierung der Zellzahl in der Suspension wird der
Ansatz vor und nach der Lyse im Zell-Counter auf seinen Leukozytenanteil gezahlt.
Nach Farbung mit Fluorochromen / markierten monoklonalen Antikdrpern und Lyse

konnen die Ansatze bis max. 24h bei 2-8°C unter Lichtschutz aufbewahrt werden.
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l 2,0 ml Facs-Lyselésung zugeben l

[

l Vortex (sanft) l

[

[ 10 min bei RT inkubieren (dunkel) ]

[

l Zentrifugieren fiir 10 min bei 300 G l

[

Uberstand absaugen
50ul Restflussigkeit im Réhrchen behalten
(Zellsediment nicht aufwirbeln)

[

ll,O ml 1-fach PBS+0,1%NaAzid zugeben l

[

l Vortex (sanft) l

[ Zentrifugieren fir 5 min bei 300 G ]

l Uberstand entfernen l

[

[0,5 ml Formaldehyd 0,5% zugebenl

[

Flowzytometrische Bestimmung
oder weitere Behandlung

Abb. 2.8 : Lysemethode nach Markierung des Ansatzes mit Antikorpern und
Inkubation

2.8.2.3 Messung

Das Messergebnis wird auf Grundlage der optischen Darstellung der Messung
beurteilt. Im Idealfall ergeben sich klar abgrenzbare Bereiche fiir Lymphoyzyten,
Monozyten und Granulozyten ohne stérenden Debris (Zelltrimmer). Falls die
Messung durch Debris gestort wird, muss der ,Verschmutzungsbereich* durch
Einstellung der Volt-Werte fur Forward- und Sideward-Scatter in die Region nahe
dem Koordinatenursprung abgedrangt werden. Durch die Vielzahl der Ansatze bei
stets gleicher Prozedur der Lyse, lassen sich verlassliche und qualitativ hochwertige

Messungen erreichen.
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2.8.3 OptiLyse B

2.8.3.1 Beschreibung des Tests und Funktionsprinzip

OptiLyse B, Nr. IM1400 (Fa. Coulter, Krefeld, Deutschland) ist ein Reagenz fir die
Lyse von Erythrozyten fur die durchfluBzytometrische Messung von Proben auf
Becton-Dickinson-Durchflul3zytometern (FACS-Scan). Es handelt sich eine NoWash-
Lyse, die auf Waschschritte nach der Lyse verzichtet und gleichzeitig eine Fixierung
der Zellen bewirken soll. Die Lyse mit dem Reagenz Opti-Lyse™ B beruht auf einer
Stérung des intra- und extrazellularen osmotischen Gradienten der Erythrozyten. Ein
Wassereinstrom nach den erzeugten osmotischen Gradienten zerstort als Folge die
Zelle.

zu 100pL Vollblut (AK/blank)
500pL OptiLyse zugeben

[

l Vortex (sanft) ‘

[

[ 15 min bei RT inkubieren (dunkel) ]

[

llml deionisiertes Wasser zugeben l

[

l Vortex (sanft) ‘

[

[ 15 min bei RT inkubieren (dunkel) ]

[

l Vortex (sanft) l

I
[ 1

Flowzytomerische Bestimmung 2ml PBS zugeben
oder Waschen —

l 10 min bei 250G zentrifugieren l

|

l Uberstand verwerfen l

|

l 2 ml PBS zugeben ‘

|

l 10 min bei 250G zentrifugieren l

|

l Uberstand verwerfen l

|

lResuspension in 400-1000pL PBS‘

l Flowzytometrische Bestimmung l

Abb. 2.9 : Methode OptiLyse B nach Markierung des Ansatzes mit Antikérpern und

Inkubation
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2.8.3.2 Methode

Zu 100pL Vollblut werden nach der Markierung mit monoklonalen Antikérpern 500uL
OptiLyse™ B zugeben und sofort 10sec mit hoher Rotation mit dem Vortex gemischt.
Es folgt eine Inkubation des Ansatzes fur 10-120min bei Raumtemperatur unter
Lichtschutz. Nach Zugabe von 500uL PBS erfolgt eine weitere Inkubation von 10-
120min bei Raumtemperatur unter Lichtschutz. Die Probe kann anschlieBend nach

kurzem Vortex durchfluRzytometrisch gemessen werden.

2.8.4 OptiLyse C
2.8.4.1 Beschreibung des Tests und Funktionsprinzip

OptiLyse C Nr. IM1401(Fa. Coulter, Krefeld, Deutschland) ist ein Reagenz fir die
Lyse von Erythrozyten fur die durchfluBzytometrische Messung von Proben auf
Coulter-DurchfluBzytometern. Es handelt sich eine NoWash-Lyse, die auf
Waschschritte nach der Lyse verzichtet und gleichzeitig eine Fixierung der Zellen
bewirken soll. Die Methode wurde mit und ohne weitere Waschschritte getestet.

Die Lyse mit dem Reagenz Opti-Lyse™ C beruht auf einer Stérung des intra- und
extrazellularen osmotischen Gradienten der Erythrozyten. Ein Wassereinstrom nach

den erzeugten osmotischen Gradienten zerstort als Folge die Zelle.

2.8.4.1.1 No-Wash-Methode

Zu 100pL Vollblut werden nach der Markierung mit monoklonalen Antikérpern 500uL
OptiLyse™ C zugeben und sofort 10sec mit hoher Rotation auf dem Vortex gemischt.
Es folgt eine Inkubation des Ansatzes fur 10-120min bei Raumtemperatur unter
Lichtschutz. Nach Zugabe von 500uL PBS erfolgt eine weitere Inkubation von 10-
120min bei Raumtemperatur unter Lichtschutz. Die Probe kann anschlieRend nach

kurzem Vortex gemessen werden.

2.8.4.1.2 Wash-Methode
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Der No-wash-Methode kann ein Reinigungsschritt nachgestellt werden. Dieser ist
erforderlich, wenn Proben mit starker unspezifischer Bindung untersucht werden
sollen. Dem bereits lysierten Ansatz werden 3ml PBS zugegeben und der Ansatz
10min bei 250G und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstands
mit einer Glas-Einmalpipette wird das Zellpellet in 3ml PBS-Puffer resuspendiert und
erneut 10min bei 250G Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wird ohne
Aufwirbelung des Sediments entfernt und mit 1ml PBS-Puffer resuspendiert und bis
zur Messung auf Eis unter Lichtschutz gelagert.

100pL Vollblut
oder AK-markiertes Blut

| 500pL OptiLyse C zugeben |

| Vortex (sofort) | ’

3 ml PBS zugeben ‘

[

| 10-120 min Inku|bati0n RT,dunkel | ’ 10min Zentrifugation 250g ‘
|
.y
| Vortex (kurz) | ’ 10min Zentriflugation 2509
| l
|15—120min Inkubation RT,dunkeI| Uberstand verwerfen

Resuspension mit 1 ml PBS

’Ubergabe der Lésung an Lysemethode

Abb. 2.10: links OptiLyse C-Verfahren, rechts Verfahren fur vorgesetzte Reinigung

der Suspension vor der Lyse falls erforderlich

2.8.5 OthoMune Lysing Solution
2.8.5.1 Beschreibung des Tests und Funktionsprinzip

Ortho-Mune™-Lysing Solution (Ortho Pharma, Salt Lake City, USA) lysiert

Erythrozyten  durch  vermehrten ~ Ammonium-Chlorid-Einstrom  durch  die

Erythrozytenmembran.  Diese ~ Ammonium-Chlorid-lonen  verschieben  den
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osmotischen Druckgradienten und es kommt zur Ruptur der Membran der

Erythrozyten bei nachfolgendem Einstrom von Wasser.

2.8.5.2 Methode

Ortho-Mune™:-Lysing Solution wird vor der Verwendung rekonstituiert : Der gekuhlt
gelagerte Puder wird auf Raumtemperatur erwarmt und in 100ml destilliertem
Wasser geldst. Der pH der entstandenen Losung wird mit KHCO3; und NH4Cl auf 7,2-
7,4 eingestellt. Die fertige Lyselésung wird innerhalb von sieben Tagen verbraucht
und bei Raumtemperatur gelagert. Es kommt folgende Lysemethode zur Anwendung
Nach der Markierung mit monoklonalen Antikérpern und Inkubation wird einer Probe
von 200uL Vollblut wird 2,0ml Lysing Solution zugegeben und der Ansatz sofort bei
hoher Rotation fur 5sec mit dem Vortex gemischt. Es folgt die Inkubation bei 25°C +
5°C fir 15 Minuten unter Lichtschutz. Die Lésung erscheint nun rotlich transparent.
Sollte dies nicht der Fall sein, wird der Ansatz bei 400G fir 5min gekuhlt (2-8°C)
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, 2ml Lysing Solution zugegeben und wieder
inkubiert. Bei transparentem Erscheinen wird der Ansatz 5min bei 400G gekihlt (2-
8°C) zentrifugiert und der Uberstand entfernt ohne das Sediment aufzuwirbeln. Das
Sediment wird in 1ml PBS mit 2% Serum (hitzeinaktiviertes humanes AB-Serum)
resuspendiert und bis zur durchfluBzytometrischen Analyse auf Eis unter Lichtschutz
gelagert. Alternativ findet die Resuspendierung mit 0,5ml 0,5%-PBS statt. Die
Analyse wird innerhalb der folgenden 2 Stunden vorgenommen oder der Ansatz nach
24h verworfen.

2.9.0 Methoden und Messungen der durchfluBzytometrisch messbaren
Aktivierungsmarker

2.9.1 CD1i1B

2.9.1.1 Eigenschaften des CD 11B-Antigens

CD 11b ist ein transmembrandres Glykoprotein (Oberflachenmarker) der im
menschlichen Vollblut auf etwa 30% der peripheren Blutlymphozyten prasentiert wird,
ebenso auf einer Teilpopulation der T-Zellen, sowie auf Granulozyten, Monozyten
und naturlichen Killerzellen (NK). In Geweben wie Haut und Tonsillenparenchym ist

CD 11b lediglich auf Makrophagen nachweisbar. Es handelt sich um ein
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heterodimeres Glykoprotein in enger Nachbarschaft mit dem CD 18-Antigen-Komplex
und gehdrt zur Familie der p2-Integrine. Die Komplexe CD11b und CD 18 sind ortlich
miteinander assoziiert, jedoch nicht kovalent verbunden. Dennoch wird flr die
Expression von des CD 11b-Antigens die Prasenz von CD 18 vorausgesetzt. Das CD
11b-Antigen wird synonym als Mac-1, CR3, MO-1 oder C3bi-Rezeptor bezeichnet.
Der CD11B/CD18-Komplex findet sich in nicht-aktivierten Granulozyten in
subzellularen Granula und wird bei Aktivierung an die Zelloberflache verschoben,
wobei die Exprimierung des Komplexes an die Zelloberflache sowohl funktionell als
auch quantitativ im Sinne einer Up-Regulierung erfolgen kann. Als Mitglied der p2-
Integrinfamilie der Adhasionsmolekile vermittelt der Rezeptor die Bindung von
Granulozyten und Monozyten an das vaskulare Endothel. Weitere CD 11b-Liganden
sind ICAM-1 (CD549), Faktor X (Stuart-Prower-Faktor) , Fibrinogen, sowie
Endotoxine. CD11B und CD18 sind in eine Reihe von Zell-Zell- und Zell-Substrat-
Interaktionen eingebunden, so der Anheftung und Phagozytose von Partikeln, die
von Granulozyten bzw. Makrophagen mit C3bi markiert wurden oder der
Phagozytose von opsonierten pathogenen Zellen. Weiterhin spielt der Komplex eine
Rolle in der Aktivierung der Kaskade der Gerinnungs-Proteasen sowie wahrend
Vorgangen der Zell-Migration. In Zellen des Endothels stellt ICAM-1 den Rezeptor fir
CD11B/CD18 dar. CD 11b weist insgesamt 19 mdogliche Orte einer reaktiven N-
Glykolysierung im Rahmen der Aktivierung auf. Die Markierung des CD 11b/CD 18-
Komplexes diente bisher Untersuchungen der Zell-Adhasion und Migration, der
Aufdeckung und Beobachtung von Stérungen der Leukozytenbindung, sowie

Adhasionsbeobachtungen in Gerinnungsstudien

2.9.1.2 Eigenschaften des CD11B-Antikérpers

Der CD11B-Antikorper der Fa.Sigma, St.Louis, USA, Nr. R-3638, Clone 44 ist fur die
DurchfluBzytometrie mit dem Tandemfluorochrom QuantumRed konjugiert. Dieses
Tandemfluorochrom besteht aus R-Phycoerythrin und Cy5. Es absorbiert
Lichtenergie bei 488nm und emittiert im Anregungsbereich von Cy5, welches als
Akzeptorfarbstoff dient. Der gesamte Komplex emittiert schlielich bei 670nm. Der
Antikorper wird immunologisch der Klasse 1gG1 der Maus zugeordnet und der Ansatz
wird mit dem einem Produkt des gleichen Herstellers einer Negative-Staining-

Kontrolle unterzogen (Mouse-lgG1-QuantumRed Nr. R-2138, Fa. Sigma).
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2.9.1.3 CD 11B - Geréateeinstellung & Messung

Die Messung der Probe erfolgt mit dem Coulter EPICS XL/MCL- DurchfluBzytometer.
Vor dem Starten der Messung werden die bis dahin auf Eis gelagerten Proben fir ca.
2sec. schonend mit dem Vortex durchmischt um auf den Boden des Proberéhrchens
sedimentierte Zellen wieder in Lésung zu bringen.

Das DurchfluRzytometer wird mit folgenden Messparametern auf die Messung
vorbereitet. Der Protokollname der Datei fiir diese Einstellung lautet Z0001196.pro.
Die Flussrate wird auf high / hoch eingestellt. Im ersten Histogramm (1) wird das
Ende der Messung (STOP) mit 20.000 erfassten Zellen eingestellt. Die Auflésung
des Histogramms betragt 1024 x 1024 Channels. Als Parameter fiir die Detektion der
Zellen werden der Forward Scatter auf einen Wert von 350 Volt bei einem Gain von
5,0 eingestellt, was eine totale Verstarkung des Signals von 10,25 ergibt. Fur den
Sideward Scatter werden 590 Volt bei einem Gain von 7,5 mit einer resultierenden
Totalverstarkung von 20,78 vorgegeben. Die Detektion der Fluoreszenzen wird fir
den Bereich des beim Antikérper CD 11C verwendeten PE-Farbstoff im FI3-Detektor
mit 1030 Volt bei einem Gain von 1,0 vorgegeben. Da in der gleichen Messung auch
der FITC markierte Antikorper CD 62 L erfasst wird der Detektor FL1 fir griine
Fluoreszenz ebenfalls aktiviert und mit dem Wert 762 Volt bei einem Gain von 1,0
eingestellt. Zwischen den beiden Fluoreszenzen wird wie folgt kompensiert : FL1 =
FL1 - 0,9% von FL2 und FL3 = FL3 — 6% von FL2.Als Diskriminator ist der Forward
Scatter auf Channel # 30 aktiviert und das ListmodeGating ist deaktiviert. Diese

Einstellungen werden fir alle Messungen einer Versuchsreihe beibehalten.

292 CD1liC
2.9.2.1 Eigenschaften des CD 11C-Antigens

Das CD11c-Antigen ist Mitglied der Familie der Integrine und wird synonym als
alphaX-Integrin-Subunit oder Leukozyten-Oberflachen-Antigen p150, bzw. als C3bi
oder C3dg R ,CR4" bezeichnet, wobei als CR4 nach momentanem Stand als
Komplement-Rezeptor Typ 4 angesehen wird. Wie die anderen leukozyten-
assoziierten Integrine (CD1la, CD11b, CD11d) steht es nicht-kovalent mit dem

beta2-Integrin-Subunit in raumlichen Kontakt. Diesem beta-2-Integrin-Komplex lasst
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sich auch das ebenfalls untersuchte CD18 zuordnen. Das Antigen ist einer Gruppe
von heterodimeren, intrazelluldaren und zell-matrix- assoziierten Adhasionsrezeptoren
zuzuordnen (6) . Von CD11c-Antigen existieren Untergruppen, deren gemeinsames
Merkmal eine einheitliche B-Kette ist und die sich in der Zusammensetzung ihrer o-
Ketten unterscheiden. Bei CD11c handelt es sich um ein transmembranéres
Glykoprotein mit einem Gewicht von 145-150 kD, das hauptsachlich auf Monozyten,
Gewebsmakrophagen und natirlichen Killerzellen préasent ist (85) . Ebenfalls ist
seine Anwesenheit auf der Oberflache von Granulozyten, dendritischen Zellen und
Untergruppen der B- und T-Zell Lymphozyten nachweisbar. Eine erhéhte Expression
des CD11c-Antigens wurde bei der lymphozytaren Form der chronischen B-Zell
Leukadmie beobachtet (9) (3) , sowie auf den spezifischen Zellen bei Haarzell-

Leukamie.

2.9.2.2 Eigenschaften des CD 11C-Antikdrpers

Der verwendete CD11c-Antikérper der Fa. Coulter-Ilmmunotech, Krefeld,
Deutschland, # 1760 gehort der Immunklasse IgG1 an und wird durch Hybridisierung
von myeloischen Milzzellen (NS1/Ag 4.1 x Balb/c-Zellen) der Maus nach
Immunisierung gewonnen. Zum Einsatz kommt der Klon BU15. Eine entsprechende
Isotyp-Kontrolle (Negative Staining) wird mit einem Produkt der gleichen Reihe
durchgefiihrt ( Mouse IgG1-PE |O-Test # 0670 der Fa. Coulter Immunotech, Krefeld,
Deutschland).

2.9.2.3 Markierung des Antikorpers fir die DurchfluBzytometrie

Der CD11c-Antikorper der Fa. Coulter-Immunotech # 1760 ist mit dem Fluorochrom
Phycoerythrin konjugiert. Das Fluorochrom wird mit einer Wellenlange von 486-
575nm (488nm) angeregt und emittiert im Bereich von 568-590nm (578nm).

2.9.2.4 CD11C - Geréateeinstellung & Messung

Die Messung der Probe erfolgt mit dem Coulter EPICS XL/MCL- Durchfluzytometer.
Vor dem Starten der Messung werden die bis dahin auf Eis gelagerten Proben fir ca.

2sec. schonend mit dem Vortex durchmischt um auf den Boden des Proberéhrchens
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sedimentierte Zellen wieder in Losung zu bringen. Das DurchfluRzytometer wird mit
folgenden Messparametern auf die Messung vorbereitet. Der Protokollname der
Datei fur diese Einstellung lautet Z0001196.pro.

Die Flussrate wird auf High eingestellt und die Messung automatisch bei einer
Zellzahl von 20.000 Zellen im Histogramm 1 beendet. Die Auflésung des
Histogramms betragt 1024 x 1024 Kanéle. Als Parameter fir die Detektion der Zellen
werden der Forward Scatter auf einen Wert von 350 Volt bei einem Gain von 5,0
eingestellt, was eine totale Verstdrkung des Signals von 10,25 ergibt. Fur den
Sideward Scatter werden 590 Volt bei einem Gain von 7,5 mit einer resultierenden
Totalverstarkung von 20,78 vorgegeben. Die Detektion der Fluoreszenzen wird fir
den Bereich des beim Antikdrper CD 11B verwendeten PE-Markierung im Fl2-
Detektor mit 717 Volt bei einem Gain von 1,0 vorgegeben. Da in der gleichen
Messung auch der FITC markierte Antikérper CD 18 erfasst wird der Detektor FL1 fiir
grine Fluoreszenz ebenfalls aktiviert und mit dem Wert 762 Volt bei einem Gain von
1,0 eingestellt. Zwischen den beiden Fluoreszenzen wird wie folgt kompensiert : FL1
= FL1 - 0,9% von FL2 und FL2 = FL2 — 20% von FL1. Als Diskriminator ist der
Forward Scatter auf Channel # 30 aktiviert und das ListmodeGating ist deaktiviert.

Diese Einstellungen werden fur alle Messungen einer Versuchsreihe beibehalten.
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Abb. 2.11 : Ideale Fluoreszenzverteilung bei der Messung des PE-markierten CD
11C-Antikorpers (A) und der Isotypkontrolle (B)

29.3 CD18
2.9.3.1 Eigenschaften des CD18-Antigens

Das Epitop CD18 wird auf fast allen peripheren Leukozyten des menschlichen

Blutes angetroffen. Es ist essentiell notwendig fiir eine grof3e Anzahl von Vorgangen
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innerhalb  des Immunsystems, die auf Zell-zu-Zell-Kontakt basieren, wie
beispielsweise der Lymphozytenadhésion, der Zytolysefunktion von Natirlichen
Killerzellen (NK) und T-Lymphozyten, sowie fiir die Proliferation von T-Lymphozyten.
Das CD18-Epitop gehort der Familie der beta2-heterodimer-Integrine an und steht in
enger Nachbarschaft mit dem Angriffsort fir die ebenfalls in den Versuchen dieser
Arbeit verwendeten Antikdrper CD11B und CD11C. Das Molekulargewicht betragt 95
kDalton. CD18 ist eine beta-Kette des LFA-1 (Leukocyte-Function-Adhesion-Antigen-
1), also eine Untergruppe der Integrin-Rezeptoren. Diese Untergruppe besteht aus
drei Proteinen, die sich eine gemeinsame , nicht-kovalent gebundene, beta-Kette
(LFA-1beta/CD18) teilen, aber eigene alpha-Untereinheiten besitzen : LFA-lalpha /
CD11A (Molekulargewicht 180 kDalton), Leul5 / CD11B (Molekulargewicht 170
kDalton) und Leu-M5 / CD11C (Molekulargewicht 150 kDalton). Bei LFA-1 / CD18
handelt es sich wie erwahnt um einen Leukozyten-Adhéasionsrezeptor, der an
interzellulare Adhasionsmolekiile am Zielgewebe binden kann und somit als ICAM
(Intercellular Adhesion Molecule) klassifiziert ist. Die Aktivierung von Lymphozyten
durch den T-Zell-Antigenrezeptor (TcR) bewirkt eine Up-Regulation der LFA-1/CD18-
Funktion,wobei das Antigen in einen &auBerst empfindlichen Zustand versetzt wird.
Ebenso bewirkt die Prasenz von y-Interferon eine Up-Regulation des LFA-1/CD18-
Rezeptorepitops auf Monozyten. Durch die Integration des Antigens in die
Immunvorgénge korreliert ein Fehlen des LFA-1/CD18-Epitops oder ein Fehlen der
alpha- bzw. beta-Untereinheiten mit dem Schweregrad von bestimmten Leukamien,
Lymphomen oder der LAD (Leucocyte Adhesion Deficency). Interessanterweise
kénnte das Fehlen von LFA-1/CD18 auf Tumorzellen eine der moglichen Erklarungen

fiir die Uberlistung des Immunsystems durch die Tumorzellen sein.

2.9.3.2 Eigenschaften des CD18-Antikdrpers

Der CD18/Anti-LFA-1beta-Antikdrper der Fa. Beckton-Dickinson # 347953 (7953)
erkennt die 95-D-Dalton beta-Kette des LFA-1 (Leukocyte Function Antigen-1).

Es handelt sich um den Klon L130, der durch Hybridisierung von myeloischen Sp2/0
Zellen der Maus mit Milzzellen BALB/c-positiver Mause, die mit aus Thymusgewebe
stammenden  T-Zell-Antigen-Rezeptor-(TCR-gamma)-positiven  T-Lymphozyten
immunisiert wurden, gewonnen wird. CD18/Anti-LFA-1 gehdrt zur 1gG1-Gruppe der

Spezies Maus und ist spezifisch gegen das menschliche Antigen gerichtet. Eine

-63 -



NegativeStaining/Isotyp-Kontrolle auf unspezifische Bindung wird mit dem
entsprechenden Produkt der gleichen Reagenzreihe durchgefiihrt (Mouse IgG1-
Isotypkontrolle  #349041,FITC-markiert, Fa. Beckton-Dickinson, Heidelberg,
Deutschland).

2.9.3.3 Markierung des Antikorpers fir die DurchfluBzytometrie

Fir die Bestimmung mit dem DurchfluRzytometer wurde der Antikdrper mit dem
Farbstoff FITC markiert. FITC (Fluorescein) wird bei einer Wellenlange von 495nm
angeregt und emittiert Energie der Wellenlange 525. Die im Kanal FL1 detektierte

Wellenlange entspricht der Fluoreszenz-Farbe griin.

2.9.3.4 CD18 - Gerateeinstellung & Messung

Die Messung der Probe erfolgt mit dem Coulter EPICS XL/MCL- DurchfluBzytometer.
Vor dem Starten der Messung werden die bis dahin auf Eis gelagerten Proben fur ca.
2sec. schonend mit dem Vortex durchmischt um auf den Boden des Proberdhrchens

sedimentierte Zellen wieder in Lésung zu bringen.

Das DurchfluRzytometer wird mit folgenden Messparametern auf die Messung
vorbereitet. Der Protokollname der Datei fiir diese Einstellung lautet Z0001196.pro.

Die Flussrate wird auf high / hoch eingestellt. Im ersten Histogramm (1) wird das
Ende der Messung (STOP) mit 20.000 erfassten Zellen eingestellt. Die Auflésung
des Histogramms betragt 1024 x 1024 Channels. Als Parameter fiir die Detektion der
Zellen werden der Forward Scatter auf einen Wert von 350 Volt bei einem Gain von
5,0 eingestellt, was eine totale Verstarkung des Signals von 10,25 ergibt. Fur den
Sideward Scatter werden 590 Volt bei einem Gain von 7,5 mit einer resultierenden
Totalverstarkung von 20,78 vorgegeben. Die Detektion der Fluoreszenzen wird fir
den Bereich des beim Antikdrper CD18 (Anti-LFA-1beta) verwendeten FITC-Farbstoff
im Fl1-Detektor mit 762 Volt bei einem Gain von 1,0 vorgegeben. Da in der gleichen
Messung auch der PE-markierte Antikorper CD11C erfasst wird der Detektor FL2 fir
rote Fluoreszenz ebenfalls aktiviert und mit dem Wert 717 Volt bei einem Gain von

1,0 eingestellt. Zwischen den beiden Fluoreszenzen wird wie folgt kompensiert :
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FL1 = FL1 — 20% von FL2 und FL2 = FL2 — 0,9% von FL1. Als Diskriminator ist der
Forward Scatter auf Channel # 30 aktiviert und das ListmodeGating ist deaktiviert.
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Abb. 2.12 : Ideale Fluoreszenzverteilung und Abgrenzung zwischen CD18-Antikorper
(A) und der Isotypkontrolle (B), beide FITC-markiert.

Diese Einstellungen werden fiur alle Messungen einer Versuchsreihe beibehalten.

2.9.4 CD62L
2.9.4.1 Eigenschaften des CD62L-Antigens

Die Bezeichnungen CD62L und Anti-Leu-8 werden synonym fiir das gleiche Epitop
verwendet. Bei Leu-8 / CD62L handelt es sich um ein Antigen, welches auf 68 +/- 7%
aller Leukozyten im peripheren Blut prasent ist mit einer Antreffwahrscheinlichkeit
von 70-80% auf T-Lymphozyten, zu 10% auf Thymozyten, sowie nahezu bei allen B-
Lymphozyten. Eine Verminderung der Anti-Leu-8 / CD 62L- Aktivitat korreliert mit der
Aktivierung von B- und T-Lymphozyten im Sinne einer Down-Regulierung. Antikérper
gegen CD62L / Anti-Leu-8 kdnnen ebenfalls auf Monozyten, Granulozyten und
Untergruppen von natirlichen Killerzellen (NK) binden. Durch die Bindung des
Antikérpers werden demnach die regulatorisch aktiven Untergruppen der T-Zell-
Reihe identifiziert, und zwar sowohl in den Leu2 / CD8-, als auch in den Leu3 / CD4-
Untergruppen. Von den genannten Untergruppen sind etwa 75% der Leu3 / CD4-
positiven T-Zellen und etwa 60% der Leu2 / CD8-positiven T-Zellen Bindungspartner
des Anti-Leu-8-Antikorpers. Diese Leu-3 / CD4, bzw. Leu-8-positiven Zellen sind als
regulatorische  Mediatoren fur die Hilfsfunktion bei der Produktion von

Immunglobulinen gekennzeichnet, dies wird beispielsweise bei der Proliferation von
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B-Zellen zu plaque-formenden Zellen Leu-2* und Leu-8* deutlich. Leu-8 / CD 62L-
positive Zellen sind auf3erdem an der Suppression der Differenzierung von B-Zellen
beteiligt.

2.9.4.2 Eigenschaften des CD62L-Antikérpers

Der verwendete Antikdrper CD62L / Anti-Leu-8 # 7443 der Fa. Beckton-Dickinson,
Heidelberg, Deutschland wird durch Hybridisierung von NS-1-positiven Zellen der
Maus mit Milzzellen BALB/c-positiver Mause gewonnen, die mit T-Lymphozyten des
peripheren Blutes immunisiert wurden. Es handelt sich bei dem verwendeten
Antikdrper um den Klon SK 11. Die genotypische Herkunft des Antikorpers ist die

Spezies Maus als Immunglobulin der Gruppe 1gG2a.

2.9.4.3 Markierung des Antikorpers fir die DurchfluBzytometrie

Der Antikorper ist FITC-markiert (Fluorescein) und wird durchfluzytometrisch mit
dem Detektor FL1 des EPICS-XL gemessen ,wobei seine Exzitation (Anregungs-

Wellenlange) bei 495nm (488nm) und die Emissions-Wellenlange bei 525nm liegt.

2.9.4.4 CD62L — Gerateeinstellung & Messung

Die Messung der Probe erfolgt mit dem Coulter EPICS XL/MCL- DurchfluBzytometer.
Vor dem Starten der Messung werden die bis dahin auf Eis gelagerten Proben fur ca.
2sec. schonend mit dem Vortex durchmischt um auf den Boden des Proberéhrchens
sedimientierte Zellen wieder in Lésung zu bringen. Das DurchfluBzytometer wird mit
folgenden Messparametern auf die Messung vorbereitet. Der Protokollname der
Datei fir diese Einstellung lautet Z0001196.pro. Die Flussrate wird auf high / hoch
eingestellt. Im ersten Histogramm (1) wird das Ende der Messung (STOP) mit 20.000
erfassten Zellen eingestellt. Die Aufldsung des Histogramms betragt 1024 x 1024
Channels. Als Parameter fiir die Detektion der Zellen werden der Forward Scatter auf
einen Wert von 350 Volt bei einem Gain von 5,0 eingestellt, was eine totale
Verstarkung des Signals von 10,25 ergibt. Fir den Sideward Scatter werden 590 Volt
bei einem Gain von 7,5 mit einer resultierenden Totalverstarkung von 20,78
vorgegeben. Die Detektion der Fluoreszenzen wird fir den Bereich des beim
Antikbrper CD62L (Anti-Leu8) verwendeten FITC-Farbstoff im Fl1-Detektor mit 762
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Volt bei einem Gain von 1,0 vorgegeben. Da in der gleichen Messung auch der PE-
markierte Antikdrper CD11C erfasst wird der Detektor FL2 fur rote Fluoreszenz
ebenfalls aktiviert und mit dem Wert 717 Volt bei einem Gain von 1,0 eingestellt.
Zwischen den beiden Fluoreszenzen wird wie folgt kompensiert : FL1 = FL1 — 20%
von FL2 und FL2 = FL2 — 0,9% von FL1. Als Diskriminator ist der Forward Scatter
auf Channel # 30 aktiviert und das ListmodeGating ist deaktiviert. Diese

Einstellungen werden fiir alle Messungen einer Versuchsreihe beibehalten.
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Abb. 2.13 : CD62L-Messung (A) mit Overlay der Autofluoreszenz (B) und der
Isotypkontrolle (C)

2.9.5 Gemeinsame Methode fir die Oberflachen-Antikérper CD11B, CD11C,
CD18 und CD 62L

Bei den Oberflachenantikdrper-Bestimmungen werden jeweils ein PE- und ein FITC-
markierter Antikdrper in einem Ansatz gemessen. Hierbei werden CD11B (PE) und
CD18 (FITC), sowie CD11C (PE) und CD62L (FITC) kombiniert.

Fir die durchfluzytometrische Messung der Parameter werden drei Probenansatze
vorbereitet : Autofluoreszenzkontrolle, Negative Staining sowie die eigentliche
Marker-Messung. Insgesamt kommen durch die zeitdifferente Abnahme des Blutes
aus dem Chandler Loop und die Qualitatskontrollen folgende neun Proben zur

weiteren Analyse :
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- Negative Staining-Kontrolle aus dem Vollblut des Probanden, welches nicht
am Chandler-Loop-Durchlauf teilgenommen hat (Zeitpunkt 0)

- Negative Staining-Kontrollen aus den 2 Schlauchtypen PVC und Heparin-
Beschichtung jeweils zu den Zeitpunkten 60min und 120min.

- Autofluoreszenz-Kontrolle aus dem Vollblut des Probanden, welches nicht
am Chandler-Loop-Durchlauf teilgenommen hat (Zeitpunkt 0)

- Autofluoreszenz-Kontrollen aus den 2 Schlauchtypen PVC und Heparin-
Beschichtung jeweils zu den Zeitpunkten 60min und 120min.

- Antikérper-markierte Probe aus dem Vollblut des Probanden, welches nicht
am Chandler-Loop Durchlauf teilgenommen hat (Zeitpunkt 0)

- Antikérper-markierte Proben aus den 2 Schlauchtypen PVC und Heparin-

Beschichtung jeweils zu den Zeitpunkten 60min und 120min.

Hierbei werden die Proben des Zeitpunktes 0 Minuten sofort bearbeitet, wahrend die
Proben der Zeitpunkte 60 Minuten (nach sofortiger Zugabe von 1 E Heparin pro
100uL Vollblut sowie Durchmischung und Lagerung auf Eis ) und 120 Minuten

gemeinsam weiterbearbeitet werden.

Fir die Autofluoreszenz-Kontrolle werden 100pL Vollblut 1 Einheit Heparin
zugegeben. Nach weiterer Verdiinnung mit Diluent (0,01M PBS pH 7,4 mit 1% BSA
und 0,1%NaNs) wird die Probe fir ca. 5 Sekunden bei niedrigen Umdrehungen im
Vortex gemischt, worauf eine Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur
unter Lichtschutz folgt. Nach Lysierung der Erythrozyten mit FACS Lysing Solution
und dreimaligem Waschen der Probe wird fiir die endgiiltige Reinigung des Ansatzes
2ml Diluent (0,01M PBS pH 7,4 mit 1% BSA und 0,1%NaNs3) zugegeben und die
Probe fir 10min bei 1400rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt und 0,5ml
2%-Paraformaldehyd-PBS als Fixierung zugegeben. Lagerung der Autofluoreszenz-
Kontrolle erfolgt auf Eis unter Lichtschutz bis zur Messung.

Bei der Negative Staining Kontrolle (Isotyp-Kontrolle) wird 100ul Vollblut 1 Einheit
Heparin zugeben und durchmischt. Im Ansatz fir CD11B / CD18 erfolgt die Zugabe
von 10pL Mouse-lgGl (MOPC-21) QuantumRed Conjugate der Fa. Sigma (# R-
2138),sowie pL Mouse-lgG1l-Isotypkontrolle FITC # 349041 der Fa. Beckton-
Dickinson. Dem Ansatz CD11C/CD62L werden 10uL Mouse IgG1l PE IO-Test #
0670 Clone 679.1Mc1 der Fa. Coulter Immunotech und Mouse IgG2a-Isotyp-Kontroll-
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Reagenz (FITC) # 349042 der Fa. Becton-Dickinson beigefiigt. Nach Durchmischen
der Anséatze bei niedriger Vortexumdrehung erfolgt die Inkubation fur 30min bei
Raumtemperatur unter Lichtschutz. Lyse der Erythrozyten mit FACS Lysing und
dreimaligem Waschen der Ansatze. Die Ansatze werden mit 2ml Diluent (0,01M
PBS pH 7,4 mit 1% BSA und 0,1%NaN3) durchmischt und fir 10min bei 1400 rpm
zentrifugiert. Nach Entfernen der Uberstande werden je 0,5ml 2%-Paraformaldehyd-
PBS als Fixierung zugegeben und die Proben bis zur Messung auf Eis unter
Lichtschutz aufbewahrt.

Fir die Markierung der Blutzellen mit den Zielantikdrpern werden jeweils 100uL
Probe eine Einheit Heparin zugegeben, sowie nach Durchmischung der Ansatze der
Teilbestimmung CD11B/CD18 durch niedrigen Vortex 10uL CD 11B-Antikorper (Fa.
Sigma, # R-3638) und 20uL Anti-CD18 (Anti-LFA-1beta) FITC # 347953 der Fa.
Becton Dickinson. Analog erfolgt die Zugabe von 10uL CD11C der Fa. Coulter
Immunotech ( # 1760,PE-Markierung,lO-Test,Clone BU15) und 20uL Anti-CD62L
(Anti-Leu-8)-FITC # 7443 der Fa. Becton Dickinson in den Ansatz CD11C/CD62L.
Inkubation der Ansatze nach sanftem Vortex bei Raumtemperatur unter Lichtschutz
fur 30min. Die Lyse der Erythrozyten erfolgt mit FACS Lysing Solution und es folgt
dreimaliges Waschen des Ansatzes. Die Ansatze werden mit 2ml Diluent (0,01M
PBS pH 7,4 mit 1% BSA und 0,1%NaN3) durchmischt und fir 10min bei 1400 rpm
zentrifugiert. Nach Entfernen der Uberstande wird dem Pellett je 0,5ml 2%-
Paraformaldehyd-PBS als Fixierung zugegeben und der Ansatz bis zur Messung auf
Eis unter Lichtschutz aufbewahrt.

Die Messungen im Durchflulzytometer erfolgen somit als Doppelbestimmung, wobei
die korrekte Kompensierung der Fluoreszenzen sorgféltig in Vorversuchen evaluiert

wurde.
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Autofluoreszenz-Kontrolle Negative Staining Kontrolle Parameter-Messung
[ I 1

l 100pl Vollblut 1 E Heprain zugeben ‘ l 100pl Vollblut 1 E Heparin zugeben ‘ l 100pl Vollblut 1 E Heparin zugeben ‘
l l l

l 10yl Diluent zugeben l l 10ul Antikérper CD 11 B zugeben l l 10ul Antikérper CD 11 B zugeben l
l l l

l Vortex (sanft) l l Vortex (sanft) l l Vortex ( sanft) l

l30 min bei Raumtemperatur inkubieren l l30 min bei Raumtemperatur inkubieren l l30 min bei Raumtemperatur inkubieren l

l Erythrozyten lysieren und waschen ‘ l Erythrozyten lysieren und waschen ‘ l Erythrozyten lysieren und waschen ‘

l l l

l 2ml Diluent zugeben ‘ l 2ml Diluent zugeben ‘ l 2ml Diluent zugeben ‘

l Zentrifugieren fiir 10 min bei 1400 rpm l l Zentrifugieren fir 10 min bei 1400 rpm l l Zentrifugieren fir 10 min bei 1400 rpm l

l Uberstand entfernen l l Uberstand entfernen l l Uberstand entfernen l

l 0,5 ml Paraformaldehyd-PBS zugeben l l 0,5 ml Paraformaldehy-PBS zugeben l l 0,5 ml Paraformaldehyd-PBS zugeben l

lFIowzymmelrische Best. (davor Vortex)‘ lFIowzymmelrische Best. (davor Vortex)‘ lFIowzylomelrische Best. (davor Vortex)‘

Abb. 2.14 : Method. Beispiel CD11B-Markierung

2.9.6 CellProbe

2.9.6.1 Beschreibung und Funktionsprinzip intrazellularer Enzymdiagnostik

Die Messung vom Enzymaktivitdt in lebenden Zellen mit Hilfe der
DurchfluBzytometrie wird bereits seit einigen Jahren angewandt. 1969 wurde von
Hulett et.al. die Hydrolyse von Fluorescein-Diazetat (FDA) durch intrazellulare
Esterasen beobachtet (28). 1976 folgen Studien von Kaplow et.al. tiber die Aktivitat
Esterasen in Monozyten (35).

In den folgenden Jahren wurden verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe und Marker an
Substrate gebunden und verwandt, um die intrazellulare Enzymaktivitat zu

untersuchen. Die meistuntersuchten Farbstoffe (Dyes) sind

Fluoreszenz-Marker Merkmale

Rhodamin-110-Derivate  |sehr niedrige Hintergrundfluoreszenz, die Fluoreszenz
kann nur nach hydrolytischer Spaltung der Amid-
Bricken und Freigabe des Rhodamin-110 gemessen

werden
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4-Methoxy-2-Naphtylamid | diffundiert zu schnell aus den Zellen heraus, wenn die
Diffusion nicht durch 5-Nitrosalicyaldehyd unterbunden
wird. Reaktion nur im sauren pH-Bereich mdglich, daher
kann der Farbstoff nur in lysosomalen oder anderen

Zellorganellen mit saurem Milieu verwendet werden.

7-Amino-4-Triluor- geringe Sensitivitat wegen zZu starker
Methlycumarin (AFC) Hintergrundfluoreszenz, die die Fluoreszenz der freien
AFC-Gruppe Uberdecken kann

Abb. 2.15 : Eingenschaften der Fluorochrome der intrazellularen Bestimmungen

Es wurde deutlich, dass die Konjugation von Rhodamin-110 an Substrate ein 50-300-
fach sensitiveres Fluoreszenzsignal abgibt, als die friiher verwendete 7-Amino-4-
Triluor-Methlycumarin (AFC)- Verbindung.

Die Aktivitat von Enzymen wird durch besondere Substrate ermdglicht, die
synthetisch hergestellt und nicht fluoreszierend sind. Sie bestehen aus zwei
abspaltbaren Gruppen, die an ein Farbstoffmolekil gebunden sind. Durch eine
raumliche Anordnung verdecken diese Gruppen den Fluoreszenzfarbstoff, der somit
im Ausgangssubstrat nicht von der Lichtquelle des DurchfluBzytometers angeregt
wird und auch keine Fluoreszenz emittieren kann. Werden die Bindungen zwischen
den verdeckenden Gruppen und dem Farbstoff gespalten, wird der
Fluoreszenzfarbstoff zur Anregung freigegeben. Bei dem eingebauten Farbstoff
handelt es sich entweder um Fluorescein, durch Esterbriicken gebunden, oder um
Rhodamin, durch Amidbriicken gebunden. Die Auswahl der verdeckenden Gruppen
basiert auf der wissenschaftlich belegten Substratspezifitdt des jeweiligen Enzyms.
Sie kénnen etwa Peptide fiir proteolytische Enzyme, Zucker fir Glykosidasen oder
Azylgruppen fiir Esterasen enthalten. Leytus et al. demonstrierten, dass die
Peptidsequenz eines Substrates die Enzymspezifitat verleiht.

1992 entdeckten Watson et.al., bei einer Messung eine signifikante, von der initialen
Konzentration des markierten Substrats abhéngige, Verzégerung beim Anstieg der
MeanFluorescence im Bereich von Sekunden bis Minuten. Es lag nahe, dass eine
gewisse Zeit fur die Penetration der Zellwand und die Bindung an die Zielenzyme
bendtigt wurde (83). Der genaue Mechanismus, wie die Substrate die Zellmembran

durchwandern ist nicht bekannt. Mogliche Wege sind die passive Diffusion durch die
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Membran, sowie die aktive und passive Einschleusung durch Transportproteine der
Zellmembran. Hinweise fir das Vorhandensein eines spezifischen Zellmembran-
assoziierten Transportmechanismus fir Dipeptide und deren Derivate wurden
beschrieben (76). Im Gegensatz zu monoklonalen Antikérpern, die normalerweise
eine feste und nur schwer I6sbare Verbindung mit dem Zielepitop eingehen, binden
die CellProbe™-Substrate nur fiir den Prozess der Enzymfunktion an das Zielepitop.
Die, nach der Abspaltung des Farbstoffes auf dem Substratkomplex, freigesetzten
Farbstoffe akkumulieren in der Zelle und erreichen innerhalb von Minuten ein
Konzentrationsmaximum. Dies verdeutlicht, dass die Inkubationszeiten und die
Abstande zwischen Markierung und Messung auf jeden Fall prazise eingehalten
werden missen, um eine objektive Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen
Versuchsreihen sicherzustellen.

Die MeanFluorescence stellt den wichtigsten Messwert in der Flow-Enzymologie dar
und wird sowohl von der Konzentration des untersuchten Enzyms in der Zielzelle, als
auch von dessen Aktivitat beeinflusst. Die Ortstandigkeit des Enzyms, z.B. im
Zytoplasma oder in Zellorganellen (Elastase) bzw. Speicherung in Granula, hat
ebenfalls einen Einflul3 auf die erreichte Fluoreszenzmessung.

Die Kenntnis der Flow-Enzymologie hat insofern eine besondere Bedeutung, da
sowohl Zellpopulationen durch ihr Enzymmuster eindeutig identifiziert werden
konnen, als Defizienzen der Enzyme erkannt werden kénnen. Da Enzyme in fast
jedem Vorgang in der lebenden Zelle eine wichtige Rolle einnehmen, ist diese

Erkennung fir die Pathogenese von Erkrankungen relevant.

2.9.6.2 FR —Kallikrein — Beschreibung des Testgegenstands

Bei dem Kallikrein-Kinin-System handelt es sich um ein biochemisch u. energetisch
bedeutsames physiologisches Regelsystem fir die Freisetzung von Kininen, wobei
durch die Kininogenase aus Kininogenen (= Kininvorstufen) Kinine gebildet werden.,
Darunter finden sich auch Kinine mit vasodilatatorischer u. natriuretischer Wirkung
(so daf ein Antagonismus zum Kinin-Angiotensin-System vermutet wird).

Kallikreine sind proteolytische Enzyme, die fur die Bildung des Kinins verantwortlich
sind. Die Kallikreine entstehen bei Verletzung oder Entziindung sowie bei der
Blutgerinnung aus Prékallikrein (Kallikreinogen = Fletcher* Faktor) Uber Préakallikrein-

Aktivatoren. Kallikreine kommen mit insgesamt 5 Typen im Blutplasma (als

-72-



Serumkallikrein), in den Granulozyten, verschiedenen Driisen sowie in Nieren,
Pankreas u. Darm vor (Kallidin). Als Kallikrein-Inhibitoren kdnnen Eiweil3kdrper
(Peptide) eingesetzt werden, die Kallikrein (sowie Trypsin) inaktivieren und in
Pflanzen, Mikroben, Milch sowie im Blutserum u. in Organen des Menschen (als
Faktor des Kallikrein-Kinin-Systems) vorkommen. Entsprechende Praparate wie
Aprotinin aus Rinderlunge, -pankreas, -parotis finden Anwendung bei Zustédnden mit
Kininvermehrung (Schock, Karzinoid-Flush, Hyperfibrinolyse, Pankreatitis).

Faktor XIl, Prékallikrein und hochmolekulares Kininogen sind gemeinsam an den
Reaktionen nach Kontakt des Bluts mit einer Fremdoberflache beteiligt. AuBerdem
wirkt Kallikrein mit einem positiven Feedback-Mechanismus auf die Aktivierung des
Faktors XIl. Wahrend in der Zirkulation unter Normalbedingungen Faktor XII und
Prakallikrein nur von untergeordneter Bedeutung fur die Hamostase sind, steigt ihr
Stellenwert nach Fremoberflachenkontakt. Eine weitere Funktion bt Kallikrein Gber
Plasminogenaktivierung eine profibrinolytische Funktion aus.

Als Substrat fur das Plasmaenzym Kallikrein kommt Phenylalanin-Arginin-Rhodamin
110 zur Anwendung. Kallikrein wird im menschlichen Plasma nachgewiesen und
wirkt als Protease im Ablauf der Gerinnung mit, indem es das hochmolekulare
Glykoprotein Kininogen spaltet. Es entsteht unter anderem das Peptid Bradykinin.
Die Produktion von Bradykinin hat mehrere physiologische Folgen fiir den
Organismus, wie etwa die Kontraktion glatter Muskulatur (Kontraktion peripherer
GefalRe wahrend des Gerinnungsprozesses, sowie Dilatation der Kapazitatsgefafie),
eine Erhdhung der GeféaRpermeabilitdt , oder die Aktivierung der Phospholipase A.
Die Phenylalaninderivate wurden als spezifischere Substrate fir das Plasmakallikrein
nachgewiesen. Sie haben eine héhere Affinitat zum humanen Plasmakallikrein, als
fur das Isoenzym  Pankreas-Kallikrein und andere Proteasen der
Gerinnungskaskade.

Das CellProbe™-FR-Kallikrein-Substrat ~ wird  von  Kallikrein ~ zur  nicht
fluoreszierenden, abgespaltenen Gruppe und zu Rhodamin 110 hydrolysiert.
Rhodamin 110 kann aufgrund seiner fluoreszierenden Eigenschaften
durchfluzytometrisch analysiert werden. Es wird bei 468-509nm angeregt und
emittiert im Bereich von 504-541nm. Plasmakallikrein wird synonym als Kininogen
oder EC 3.4.21.34 bezeichnet. Angewendet wird das CellProbe Reagenz 7547083
der Fa. Coulter, Krefeld, Deutschland.
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2.9.6.3 Oxidativer Burst - DCFH - PMA - - Beschreibung des
Testgegenstands

AuBer der Aktivitat von einzelnen proteolytischen Enzymen, koénnen durch
Anwendung von fluorogenen Substraten auch komplexe, zellulare Vorgange erfasst
werden. Die Konversion von nicht-fluoreszierendem Dichlorfluorescein-Diazetat
(DCFH-DA) in die stark fluoreszierende Verbindung 2-7-Dichlorfluorescein (DCF)
kann dazu verwendet werden, den oxidativen Burst in polymorphonuklearen
Leukozyten zu beobachten *195* . Die Enzyme, die flr die oxidative Burst-Reaktion
verantwortlich sind, werden in stimulierten Neutrophilen auf3erst schnell aktiviert (85).
Der Substratansatz fir die DCFH/PMA/Oxidativer Burst-Bestimmung enthalt die
Verbindung Phorbol-Myristat-Azetat (PMA), die ein Analogon zum zelluldren
Signalweg durch das Molekul Diacetylglycerol (DAG) darstellt (3) . Aus diesem Grund
stimuliert die Anwesenheit von PMA Prozesse, die natlrlicherweise von DAG
(Diacetylglycerol) initiiert werden. Hierzu gehort auch der Oxidative Burst.

Das Prinzip des Tests beruht auf folgender Uberlegung : Wéhrend des oxidativen
Bursts produzieren die zellularen Enzyme NADPH-Oxidase und Superoxid-
Dismutase das Superoxid-Antion (O,), sowie Wasserstoffsuperoxid (H.O.) nach

folgender Reaktionsgleichung

20, + NADPH ----NADPH-Oxidase---> 20, + NADP* + H*
20, + 2H"* ----Superoxid-Dismutase---> H,0, + O,

Falls Myeloperoxidase im Ansatz vorhanden ist, wird das Hydrogenperoxid gespalten

H,0; + X ----Myeloperoxidase----> OX + H,O : X =CI', Bror I

Die Umwandlung des nicht-fluoreszierenden Dichlorfluorescein-Diazetat (DCFH-DA)
in die stark fluoreszierende Verbindung 2-7-Dichlorfluorescein (DCF) benétigt
mehrere Reaktionsschritte. Zunéchst wird DCFH-DA durch die Zellmembran
hindurch transportiert und durch Esterasen zu nicht-fluoreszierenden 2-7-
Dichlorfuorescein deazetyliert. Diese Verbindung kann das Innere der Zelle nicht
verlassen. Im folgenden Schritt wird DCFH durch Peroxide (H;O;) zu DCF
konvertiert. Diese Konversion wird durch die Anwesenheit von Peroxidase erheblich

beschleunigt
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DCFH-DA ---Esterase---> DCFH ---H,0,/Perxoidase---> DCF

Die Messung der Fluoreszenz von DCF entspricht damit der Produktion von H,0O;
und der Anwesenheit von Peroxidase. Angewendet wird das CellProbe Reagenz
7547078 der Fa. Coulter, Krefeld, Deutschland.

Klinisch wird der Test unstimuliert, FLMP- und mit Stimulation durch E.coli
durchgefuhrt. Der Erwartungswert betragt beim Spontanburst 0-5%, beim FLMP-
induzierten Burst 0-20 und beim E.coli-induzierten Test 95-100% Anteil oxidierender
Zellen. Der Test wird bei V.a. septische Granulomatose (CGD), NO-Intoxikation und
Sepsis durchgefuhrt. Eine verminderte Burstaktivitit wird auch bei AIDS- und
Transplantationspatienten beobachtet. Ursprunglich wurde der Bursttest zur
guantitativen Bestimmung der sauerstoffabhéngigen, intrazellularen Inaktivierung von

mikrobiellen Keimen in Granulozyten und Monozyten durchgefihrt.

2.9.6.4 Peroxides /DCFH —Beschreibung des Testgegenstands

Peroxide sind vom Wasserstoffperoxid (H.O;) ableitbare Sauerstoff(O Il)-
Verbindungen der allg. Formel R?0; (Rl = einwertiges Element, v.a. Metall, oder
Radikal; frihere Bezeichnung: "Superoxyde", im Falle organischer Verbindungen
"Peroxi-Gruppe"). Sie sind starke Oxidanzien (beim Vermischen mit Glycerin, Ather,
Eisessig, Stroh etc. explosiver Zerfall!).

Die Umwandlung von nicht-fluoreszierendem Dichlorfluorescein-Diazetat (DCFH-DA)
in das stark fluoreszierende 2-7-Dichlorofluorescein (DCF) wird genutzt, um die
Prasenz von Peroxiden im Reaktionsverlauf des Oxidativen Burts in Leukozyten
nachzuweisen. Ruhende Zellen ohne Stimulus beinhalten in der Regel keine
Peroxide, wohingegen die Peroxidproduktion rasch nach Einwirken verschiedener
Stimuli auf die Zelle in Gang kommt, so beispielsweise bei Einwirken von Bakterien
und anderen korperfremden Organismen. Die Produktion von Peroxiden, in
Abhangigkeit vom oxidativen Burst, kann durch die Zugabe des der Verbindung
Phorbol-Myristat-Azetat in Neutrophilen kinstlich angeregt werden. Der DCFH-
Peroxidase-Ansatz wird unter anderem verwendet, um den Effekt anderer
Verbindungen auf den Oxidativen Burst zu untersuchen, beispielsweise das

chemotaktisch wirksame Peptid f-met-leu-phe (FLMP) oder das von Hefe produzierte
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Zymosan. Wahrend des oxidativen Bursts produzieren die zellularen Enzyme
NADPH-Oxidase und Superoxid-Dismutase das Superoxid-Antion (O2), sowie
Wasserstoffsuperoxid (H20;) nach folgender Reaktionsgleichung

20, + NADPH ----NADPH-Oxidase---> 20, + NADP* + H"
20, + 2H" ----Superoxid-Dismutase---> H,0, + O,

Falls Myeloperoxidase im Ansatz vorhanden ist, wird das Hydrogenperoxid gespalten

H,0; + X ----Myeloperoxidase----> OX + H,O : X = CI', Bror I

Die Umwandlung des nicht-fluoreszierenden Dichlorfluorescein-Diazetat (DCFH-DA)
in die stark fluoreszierende Verbindung 2-7-Dichlorfluorescein (DCF) benétigt
mehrere Reaktionsschritte. Zunéchst wird DCFH-DA durch die Zellmembran
hindurch transportiert und durch Esterasen zu nicht-fluoreszierenden 2-7-
Dichlorfuorescein deazetyliert. Diese Verbindung kann das Innere der Zelle nicht
verlassen. Im folgenden Schritt wird DCFH durch Peroxide (H;O;) zu DCF
konvertiert. Diese Konversion wird durch die Anwesenheit von Peroxidase erheblich

beschleunigt

DCFH-DA ---Esterase---> DCFH ---H,O,/Perxoidase---> DCF

Die Messung der Fluoreszenz von DCF entspricht damit einem Maf3 der Produktion
von H>O; und der Anwesenheit von Peroxidase.

Angewendet wird das CellProbe Reagenz 7547077 der Fa. Coulter, Krefeld,
Deutschland.

2.9.6.5 AAPV -Elastase —Beschreibung des Testgegenstands

Derivate des Tetrapeptids ala-ala-pro-val wurden in der Literatur als Substrate fur die
eng verwandten Enzyme Leukozyten-Elastase (Neutrophilen-Elastase) und
Pankreas-Elastase beschrieben. Elastasen definieren sich durch die Fahigkeit,
Elastin zu spalten, ein Protein der Zellmatrix, das Geweben die Eigenschaft der

Elastizitat verleiht. Die menschliche Leukozyten-Elastase , eine Serin-Protease und
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ein Hauptbestandteil der neutrophilen Granula, ist fir die Phagozytose und die
Abwehr gegen invasive Mikroorganismen von essentiellem Nutzen. Alternative
Bezeichnungen fir AAPV-Elastase sind EC 3.4.21.37 (Neutrophilen-Elastase) und
EC 3.4.21.36 (Pankreas-Elastase). Angewendet wird das CellProbe Reagenz
7547070 der Fa. Coulter, Krefeld, Deutschland.

2.9.6.6 RGES - Elastase - — Beschreibung des Testgegenstands

Arg-gly-glu-ser-Rho110 ist Substrat der eng verwandten Enzyme Leukozyten- und
Pankreaselastase. Das Tetrapeptid RGES ist Bestandteil der Sequenz von
Fibronectin (20) , das von der menschlichen Leukozytenelastase gespalten wird (48).
Beim Enzym Elastase handelt es sich um eine Serin-Protease, einem
Hauptbestandteil der Leukozyten-Granula, die von enormer Wichtigkeit fir
Phagozytosevorgange und die Abwehr gegeniiber invasiven Mikroorganismen ist (9).
Angewendet wird das CellProbe Reagenz 7547105 der Fa. Coulter, Krefeld,

Deutschland.

2.9.7 CellProbe Methode

2.9.7.1 Vorbereitung der Proben — Herstellung einer Leukozytensuspension

Um eine Leukozytensuspension mit ausreichender Zellzahl herzustellen werden die
Proben aus dem Chandler-Loop der Aktivierung im Loop zun&chst mit einer Einheit
Heparin/ml Vollblut vor weiteren Aktivierungen geschitzt. Aus jedem Schlauchtyp
und dem Leerwert werden je dreimal 500uL Vollblut in ein Falcon-Réhrchen (10ml
Polypropylen-Réhrchen fir Zentrifugation) Gberfihrt und 10ml PBS (pH 7.4-7.55)
zugegeben. Nach kurzem Vortex werden die Proben fir 10min bei 200G und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wird mit einer Einmal-Glaspipette
abgesaugt ohne den Bodensatz aufzuwirbeln, das Sediment mit 10ml PBS
resuspendiert und mit einer Transferpipette gemischt. Es folgt eine weitere
Zentrifugation bei 500G fiir 5min bei Raumtemperatur. Der Uberstand wird entfernt
und das Sediment mit 10ml PBS resuspendiert. Mischung mit Transferpipette.
AnschlieRend wird eine weitere Zentrifugation bei 500G fur 5min und
Raumtemperatur durchgefiihrt und der Uberstand wieder durch Absaugen mit einer

Einmalpipette entfernt. Unter Mischung mit einer Transferpipette wird den Ansatz 1ml
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PBS zugegeben und die Leukozytenzahl mit dem Zell-Counter bestimmt. Es wird
solange PBS zugegeben, bis die Zahl der weiRen Blutzellen in der Zellldsung 3.0 +
0.5 x10° Zellen/ml enthélt, diese Dilution Ratio wird nach der ersten Zellzahlung nach
der Formel

CellCountSample(Iml)
3.0x10°(WBC)cells/ml

= Dilution Ratio

bestimmt. Die drei angefertigten Ansédtze pro Schlauchtyp, sowie der Leerwert,
werden gegebenenfalls zusammengefugt und die Suspension neu eingestellt um
eine ausreichende Substratmenge fur die CellProbe-Markierungen zu erhalten, da
die Aufbereitungsmethoden der Leukozytensuspensionen einen Volumen- und damit
Zellverlust zur Folge haben. In der Regel betragen die Zellzahlen nach der
Zusammenfiihrung vor der Dilution 7400-7800 WBC/pL.

1ml Vollblut
in Propylen-Rohrchen
WBC-Zahl priifen
(pro Schlauch werden 3 Suspensionen hergestellt)

PBS pH prifen 7.40-7.55
Coulter PBS-Buffer-Kit # 6603360 empfohlen
9ml PBS zugeben

‘ 10 min Zentrifugation bei 200G, Raumtemp. ‘

‘ Uberstand entfernen ‘

Resuspension mit 10ml PBS
vorsichtig mit Transferpipette mischen

‘ 5 min Zentrifugation bei 500G ‘

\ Uberstand entfermen |

Resuspension mit 10ml PBS
vorsichtig mit Transferpipette mischen

‘ 5 min Zentrifugation bei 500G,Raumtemp. ‘

\ Uberstand entfermen |

Resuspension mit 10ml PBS
vorsichtig mit Transferpipette mischen

‘ 5 min Zentrifugation bei 500G,Raumtemp. ‘

‘ Uberstand entfernen |

PBS zugeben bis 3.0£0.5x10exp6 Zellen/mL
bei RT 2 Stunden haltbar

CellProbe-Markierung

Abb. 2.16 : Flowchat CellProbe-Substratgewinnung
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2.9.7.2 CellProbe - Vorbereitung der CellProbe™-Reagenzien

Die fur je 10 Versuche alliquotiert gelieferten und bei 2-4°C gelagerten Reagenzien
mussen vor Gebrauch rekonstituiert werden. Pro Vial (Reagenzienflaschchen)
werden 250uL endotoxinfreies Typ Il Wasser (aqua ad inj. / Pyrogen-freies Wasser)
zugeben und die LOsung auf dem Vortex durchmischt. Bei 2-8°C betragt die

Verwendungsdauer max. 24 Stunden.

2.9.7.3 CellProbe - Markierung der Leukozyten (WBC)

Fir jeden Versuch wird ein Probenset abgenommen und vorbereitet :
- Leerwert (blank), der nicht am Chandler-Loop-Durchlauf teilgenommen hat
und sofort bearbeitet wird (L/B)
- Probe aus heparinbeschichtetem Schlauch zum Zeitpunkt t=60min (H1)
- Probe aus heparinbeschichtetem Schlauch zum Zeitpunkt t=120min (H2)
- Probe aus PVC-Schlauch zum Zeitpunkt t=60min (P1)
- Probe aus PVC-Schlauch zum Zeitpunkt t=120min (P2).

Fir jede einzelne Enzymbestimmung wird ein neues, separates Proben-Set
verwendet, zusatzlich wird je ein Set fur die Qualitatskontrolle mit dem
Kontrollreagenz CellCyme™ ben6tigt (Positivkontrolle).

Die folgende Methode wird immer parallel fir jeden Ansatz durchgefuhrt. 50uL des
gewaschenen und auf korrekte Zellzahl eingestellten Vollblutes werden in ein FACS-
Rohrchen berfiihrt und 10min im Wasserbad bei 37°C angewarmt. Nach Erreichen
der Wasserbadtemperatur werden 25uL des CellProbe™-Reagenzes zugefiigt und
der Ansatz im Wasserbad durch 5-maliges Aufziehen mit der Messpipette gemischt.
In den Leerwert wird anstelle des CellProbe™-Reagenz 25uL PBS einpipettiert. Die
Inkubationszeit (siehe Tabelle) im Wasserbad wird exakt gestoppt und durch
Uberfilhren der Rohrchen in Eis fiir min.3min und max. 20min abgebrochen.
AnschlieBend werden die Erythrozyten |lysiert und die Probe bis zur
durchflulRzytometrischen Untersuchung auf Eis unter Lichtschutz gelagert.

Die Messung erfolgt innerhalb eines Zeitfensters von 30min ab Inkubation mit dem
CellProbe™-Reagenz.
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Bestimmung Inkubationszeit
Oxidativer Burst —- DCFH — PMA 5

Peroxidase — DCFH 5

FR — Kallikrein 10

AAPV - Elastase 10

RGES - Elastase 10

50pL Probe in FACS-R6hrchen
50pL CellZyme Cell Control in weiteres
FACS-R6hrchen (Enzym-Kontrolle)

Rohrchen 10 min im 37°Wasserbad vorwarmen

25pL CellProbe-Reagenz
im Wasserbad zugeben
fur Blank-Kontrolle nur 25uL
Puffer zugeben

von Hand mischen

Inkubation im Wasserbad fir
1,5 oder 10 min (exakt,
je nach CellProbe Test)
OxB,Perox.=5,AAPV,RGES Kallikr.=10

3-20 min auf Eis (min/max)

Erythrozyten lysieren (OptiLyse B)
CellCyme Probe 1ml eiskalten
Puffer zufiigen

Probe bis Analyse auf Eis
max. 30 min ab Inkubation mit
CellProbe-Reagenz

Abb. 2.17 : Markierung der Proben mit den CellProbe™-Reagenzien

2.9.7.4 CellProbe - Optionale Nachaktivierung der Proben vor Markierung mit

CellProbe™-Reagenzien

Um bei zu geringen Unterschieden der Fluoreszenz die Enzymaktivitat genauer zu
untersuchen besteht die Mdglichkeit zusétzlich zur, im folgenden als Voraktivierung
bezeichneten Behandlung des Blutes im Chandler-Loop, eine Nachaktivierung nach
Entnahme der Proben aus dem Loop vorzunehmen. Ziel ist eine, durch mdglichst
prazise Einhaltung der Methode gewahrleistete, bei allen Proben gleichmaRige

Verstarkung der durch die Voraktivierung induzierten Enzymaktivitat zu erreichen.
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Fir die Nachaktivierung stehen PMA und FLMP zu Verfligung. Optional kann ein
Ansatz zur Nachaktivierung auch bebriitet werden. Die Nachaktivierung durch
Zugabe von Tumornekrosefaktor-o. (TNF-o) oder Propidium-lodid (Pl) steht ebenfalls
als Moglichkeit zur Verfigung. Es sollte jeweils ein Ansatz mit einer
Leukozytenkonzentration von mindestens 2x10° Zellen/uL zur Verfugung stehen.
Desweiteren ist die Anlage einer Kinetik-Studie, zumindest der Zeitrdume 5, 10 und

15 min Inkubation, empfehlenswert.

2.9.7.5 CellProbe - Nachaktivierung mit PMA

Das Phorbol-12-mystrate-12-Azetat (PMA) der Fa. Sigma, Deutschland Produkt # P-
8139 wird gemalR Verwendungsanleitung rekonstituiert, die 1mM Stammldsung in
Cups alliquotiert und bei —20°C aufbewahrt. Fir jeden Versuch wird ein Alliquot
durch Zugabe von 1ml HBSS rekonstituiert.

Die Vollblutproben aus den Chandler-Loop-Durchlaufen (Leerwert / Heparin-Loop /
PVC-Loop) werden zu je 0,5ml Vollblut in Falcon-Réhrchen gegeben und fiir 5min bei
37°C im Wasserbad erwarmt Es werden je 10uL PMA zugegeben und die Anséatze
fur 10min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Wahrend der Inkubation werden 0,5ml
4°C-PBS in weiteren Cups vorgelegt und die nachaktivierten Ansatze nach Ablauf
der Inkubationszeit in die entsprechenden PBS-Cups uberfihrt. Es folgt eine
Zentrifugation in der Cup-Zentrifuge bei 6000rpm fir 8minbei Raumtemperatur. Der
Uberstand wird ohne Aufwirbelung des Sediments mit je einer Einmal-Glaspipette
abgesaugt und der Bodensatz in 400uL PBS (4°C) resuspendiert. Nach Messung im
CellCounter mit einer Zielkonzentration von 2400-4500 WBC/uL folgt die weitere
Bearbeitung nach den jeweiligen CellProbe-Methoden bei einer Mindestzellzahl von
150.000 WBC im Ansatz.

2.9.7.6  CellProbe - Nachaktivierung mit FLMP

Bei FLMP handelt es sich um ein von Bakterien gebildetes Peptid, gegen das eine
starke Abwehrreaktion seitens der Leukozyten bekannt ist. TNF-a kann &hnliche
Funktionen der Leukozyten provozieren.

Aus N-formyl-I-methionin-I-leucyl-I-phenylalanin (FLMP,Molekulargewicht 437,6) der
Fa. Sigma,Deutschland Produkt # F-3506 wird durch Rekonstitution in
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Dimethylformamid der Fa. Aldrich, Deutschland, Produkt # 27,054-7 auf eine 1mM
Loésung erstellt, die in Cups & 100pL aliquotiert und bei —20°C aufbewahrt wird. Fir
jeden Versuch wird ein Aliquot durch Zugabe von 1ml HBSS rekonstituiert.

Die Vollblutproben der Chandler-Loop-Durchlaufe (Leerwert / Heparin-Loop / PVC-
Loop) werden zu je 0,5ml Vollblut in Falcon-Réhrchen gegeben und fiir 5min bei
37°C im Wasserbad erwarmt Es werden je 10uL FLMP zugegeben und die Anséatze
far 10min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Wahrend der Inkubation werden 0,5ml
4°C-PBS in weiteren Cups vorgelegt und die nachaktivierten Anséatze nach Ablauf
der Inkubationszeit in die entsprechenden PBS-Cups Uberfiihrt. Nach Zentrifugation
in der Cup-Zentrifuge bei 6000rpm fiir 8minbei Raumtemperatur wird der Uberstand
ohne Aufwirbelung des Sediments mit je einer Einmal-Glaspipette abgesaugt und der
Bodensatz in 400puL PBS (4°C) resuspendiert. Nach Messung im CellCounter mit
einer Zielkonzentration von 2400-4500 WBC/uL folgt die weitere Bearbeitung nach
den jeweiligen CellProbe-Methoden bei einer Mindestzellzahl von 150.000 WBC im

Ansatz.

2.9.7.7 CellProbe - Nachaktivierung des Vollbluts durch Bebritung und

Stimulatoren

Je 20pL der heparinisierten (1E Heparin\uL) Vollblutproben der Chandler-Loop-
Durchlaufe (Leerwert / Heparin-Loop / PVC-Loop) werden mit 180uL Kulturmedium
RPMI 1640 gemischt und es werden jeweils 10puL der Stimulatoren PMA oder FLMP
zugegeben. Es folgt eine Inkubation fiir 12 Stunden im Begasungsschrank bei 37°C
und einer CO,-Atmosphere von 8%. Anschlieend wird der Stimulator mit
RPMI1640-Kulturmedium aus den Ansatzen durch Zentrifugation bei 6000prm und
Absaugen des Uberstands ausgewaschen und die Ansatze nach Priifung der
Zielkonzentration an weiBen Blutkdrperchen nach den Cell-Probe™-Methoden

bearbeitet.

2.9.7.8 CellProbe - Nachaktivierung des Vollbluts durch Bebritung und

Stimulatoren nach Herstellung einer Leukozytensuspension

Nach Herstellung einer Leukozytenrohsuspension durch Lyse der Erythrozyten

gemal der Lysemethode wird die Zellloésung durch zweimaliges Waschen mit
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Kulturmedium RPMI1640 und Zentrifugation bei 6000rpm mit nachfolgendem
Absaugen des Uberstands durch Resuspendierung mit Kulturmedium RPMI1640 auf
eine Zellkonzentration von 1.000.000 WBC/ml eingestellt. Die Ansatze werden nach
Zugabe von 10uL PMA oder FLMP fir 12 Stunden im Begasungsschrank bei 37°C
und einer CO,-Atmosphere von 8% bebriitet. Die Stimulatoren werden durch
Zentrifugation bei 6000prm und Absaugen des Uberstands ausgewaschen und die
Ansétze nach Prufung der Zielkonzentration an weil3en Blutkdrperchen nach den
Cell-Probe™-Methoden bearbeitet.

2.9.7.9 CellProbe - DurchfluBzytometrische Messung
2.9.7.9.1 CellProbe - Standardisierung des DurchfluRzytometers - FlowCheck™

Bei Flowcheck™-Fluorospheres, Prod.Nr. 6605359, Coulter, Krefeld, Deutschland,
handelt es sich um eine Suspension aus Polysterol-Microspheres mit einem
Durchmesser von 10 Microns in wassriger Lésung bei einer Konzentration von 1x106
Fluorospheres/ml. FlowCheck™-Fluorospheres werden dazu verwendet, die optische
Reinheit der Messeinheit und die Einstellungen der hydrodynamischen Fokussierung
zu prifen.

Die Gerateeinstellung fir die FlowCheck™-Messung betragen : Forwardscatter 200
Volt bei 5.0 Gain, entsprechend einer totalen Verstarkung von 8.00. Sidewardscatter
897 Volt bei Gain 5.0 entsprechend totaler Verstarkung von 18.45. Der Detektor FL1
far grine Fluoreszenz wird mit 737 Volt bei einem Gain von 1.0 entsprechend keiner
Verstarkung einjustiert, der Detektor FL2 flr rote Fluoreszenzen mit 636 Volt bei
Gain 1.0. Mess-Stop bei 10.000 Zellen/Events. Die Fluoreszenzen werden
gegeneinander kompensiert : FL1 = FL1 — 0,9% FL2 , sowie FL2 = FL2 — 20% FL1.
Protokollname  Z0000926.PRO. Das DurchfluBzytometer wird vor jeder
Versuchsmessung mittels FlowSet™-Fluorespheres (Produkt # 6607007 Fa. Coulter-
Immunotech,Krefeld,D.) kalibriert. Es werden drei Standart-Protokolle fiir das
DurchfluBzytometer etabliert (Low, Medium und High), die fir die tagliche

Standardisierung verwendet werden.

2.9.7.9.2 CellProbe - FlowSet™-Fluorespheres
FlowSet™-Fluorospheres, Prod.Nr. PN6607007, Coulter, Krefeld, Deutschland, sind

eine Suspension aus Fluorospheres, entsprechend fluoreszierenden Microbeads,
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und werden fir die Kalibrierung der
taglichen Routine vor der eigentlichen quantitativen Messung von humanen
Leukozyten angewandt. Ebenso lésst sich die hydrodynamische Fokussierung und
der Licht-Scatter optimal einstellen. Die Microbeads haben eine definierte GrofRe und

enthalten je einen Farbstoff, der bei einer Anregung von 488nm eine Fluoreszenz im

Wellenbereich von 525-700nm emittiert.
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Abb. 2.18 : Blank-Fluoreszenz
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Abb. 2.19 : FlowSet™-Fluorespheres
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Abb. 2.20 : :FL2 entspricht RE/roter Fluoreszenz

Die Probe mit FlowSet™-Fluorespheres wird gemessen und der Forward- und

Sideward-Scatter (Volt/Gain) eingestellt bis eine schmale Kurve entsteht. Die PMT

(Volteinstellung fir die Fluoreszenz) wird in den Zielbereich der bendtigten

MeanFluorescence gebracht und firr alle Messungen beibehalten bzw. angepasst.

PMT
Protokoll

Standart

Zielbereich

MeanFluorescence

Volteinstellung

gemessener Wert

-84 -




High 22.7+0.3 717 22.8
Medium 5.82+0.2 808 5.83
Low 2.46+0.1 717 2.46

Die eigentlichen Enzymbestimmungen werden jeweils im entsprechenden Protokoll
High, Low oder Medium gemessen.

Enyzm Mean Channel PMT Standard
Fluorescence

Oxidativer Burst|7.91 6.16-9.66 High

— DCFH - PMA

Peroxidase— 7.85 5.87-9.83 High

DCFH

FR — Kallikrein 14.6 10.3-18.9 High

AAPV - Elastase |5.25 3.7-6.80 High

RGES - Elastase |7.55 3.47-11.6 High

2.9.7.9.3 CellProbe - Messung

Zunachst erfolgt die Messung des Leerwertes /Blank um den Forward- und
Sideward-Scatter erneut zu justieren. Die Leukozytenpopulationen werden
entsprechend ihrer Morphologie in Gates erfasst. Die Blank-Probe stellt sicher, dass
die Backgroundfluoreszenz in jedem Fall niedriger ist, als die positive Fluoreszenz
der enzymmarkierten Proben. Es folgt die Messung der enzymmarkierten Proben,
wobei die MeanFluorescence der interessierende Wert ist und im Fall eines
zweigipfligen Histogramms geprift werden muss, ob eine Populationstiberscheidung
der gesetzten Gates vorliegt. Der Messvorgang erfolgt mit der Durchflussrate LOW
und endet bei 20.000 detektierten Zellen. Als Diskriminator ist der ForwardScatter mit

einem Wert von 90 eingestellt. Das Listmode Gating ist deaktiviert.

2.9.8 Interleukine

2.9.8.1 Interleukine - Testbeschreibung und Funktionsprinzip
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Zytokine stellen eine Gruppe vom Mediatoren bzw. regulatorischen Eiwei3en auf
Proteinbasis dar, die in entscheidende Steuerungsvorgange der Zelle im Rahmen
ihrer Entwicklung, Funktion, Interaktion und Ablaufkontrolle eingreifen kénnen. Der
Begriff leitet sich aus dem Griechischen ab und (Zyto / Kinese) und bedeutet etwa
,Sich zwischen den Zellen bewegend". Sie werden von der Zelle innerhalb kiirzester
Zeit nach Aktivierung oder nach Einwirkung spezifischer und unspezifischer im
Rahmen von Immunreaktionen, pathologischer oder entziindlicher Reize gebildet,
aber auch im Rahmen von Zelltod, Gewebereparatur und Kontraktilitdt von Herz und
GefaRen. Da Zytokine hormonahnliche Wirkungen entfalten wurden sie historisch
gesehen zunachst anhand ihrer biologischen Wirkung beschrieben und klassifiziert.

Aus dieser Funktionsbeschreibung leitet sich die herkdmmliche Einteilung nach

- Interferonen (IFN) - transformierenden Faktoren
- Interleukinen (IL1-1L23) (TGF)

- Tumornekrosefaktor (TNF) - Chemokinen und

- Kolonie-stimulierenden- - Virokinen

Faktoren CCSF)
- Wachstumsfaktoren (EGF, FGF,

PDGF)
ab. Gemeinsame Merkmale der Zytokine sind ihre biologische Wirksamkeit in
kleinster Konzentration (picomolarer Bereich) und das weite Ausmaf3 der von ihnen
aktivierten Steuerungs-/Stoffwechselvorgange auch im Sinne einer ausgepragten
Pleiotrophie. Die meisten Zytokine werden, nach Auslésung durch einen Aktivator, in
pramaturer, nicht-sekretierbarer Form als Precursor mit einer N-terminalem
hydrophoben Aminosaure-AbschluRfrequenz synthetisiert, die als Signalpeptid in den
transmembranaren Transport eingebunden ist. Die reife Form (mature) entsteht
durch Abspaltung des Signalpeptids vom Precursor-Protein in die aktive
Polypeptidform. Die Molekulargewichte der Zytokine reichen von 15.000 — 25.000
Dalton. Einige Zytokine sind nicht-kovalent mit der Zellmembran verbunden
(Interleukin-1, TNF). Durch ihre erhéhte Nachweisbarkeit in Lymphozyten wurden sie
synonym auch als Lymphokine benannt. Dort wurde ihre Funktion im Verlauf der T-
Zell-vermittelten zytotoxischen Immunreaktion, sowie bei der B-Zell-Aktivierung
nachgewiesen. Die Féhigkeit der Zytokine die Zellablaufe wie Differenzierung und
Wachstum zu beeinflussen sind explizit an das Vorhandensein spezifischer
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Rezeptoren gebunden. Diese Rezeptoren sind oberflaichenstandig und setzten das

Rezeptorsignal nach Bindung in einen intra-zytoplasmatischen Signalweg um.

Zytokin — Rezeptor — Intrazell.Signalkaskade — Zellkern — Genaktivierung —

Biologische Funktion

Zytokinfreisetzung wird mit dem Auftreten des Post-Perfusions-Syndroms bzw. der
systemischen inflammatorischen Reaktion (SIRS) in Verbindung gebracht. Unter
anderem triggert ein hypoxischer Zustand Endothelzellen, Makrophagen und
zirkulierende Monozyten zur Freisetzung von Zytokinen und sauerstoffabgeleiteten
freien Radikalen.

Zytokine wurden bisher im Bioassay oder Immunoassay bestimmt. Bioassays
korrelieren hierbei mit der biologischen Aktivitdt, Immunoassays dagegen
guantifizieren die Proteinmasse oder Molaritat der gesuchten Antigene im Ansatz.
Durch den Einsatz der monoklonalen, Fluorochrom-markierten Antikdrper gegen
Zytokine oder ihre Rezeptoren sind genauere Studien in vitro moglich. Durch die
teilweise im Zytoplama gelegene Ortstandigkeit ergibt sich leider auch die
Notwendigkeit, die monoklonalen Antikérper durch spezielle Techniken ins innere der
Zelle einzuschleusen, ohne die Oberflachenmorphologie der Zelle zu zerstéren. Zum
Einsatz kommt hier die IntraPrep™-Methode, die ebenfalls bei der Bestimmung der
Hitze-Schock-Proteine angewandt wird (siehe dort).

Die Untersuchung der Aktivierung von Zytokinen im Rahmen der Biokompatibilitat
von Kunststoffoberflachen ist ein neuer Untersuchungsansatz. Gemessen wird
hierbei das AusmaR der Aktivierung in quantifizierbarer Form. Durch die auferst
geringe Konzentration der Zytokine kann es unter Umstanden erforderlich werden,
die durch den Oberflachenkontakt der Zellen induzierte Zytokin-Aktivitat bzw. -
Quantitat durch lineare Nachaktivierung zu erhdhen. Hierfur wurden verschiedene

Modelle und Methoden untersucht.

2.9.8.2 Interleukin-1B - Beschreibung

Interleukin-1 wird von Zellen des Monozyten-/Makrophagensystems gebildet und
stellt eine der vielseitigsten Mediatorsubstanzen des Immunsystems dar. Es handelt

sich um ein Peptid mit einem Molekulargewicht von 17.000 Dalton und kommt in zwei
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Formen mit identischer Funktion vor : Interleukin-lae und Interleukin-1p. Das
Interleukin wirkt Gber die einen Rezeptor auf die Zielzellen ein und bewirkt z.B. die
Proliferation oder Stimulation der Proteinbiosynthese. Synonym wird es als LAF
(lymphocyte-activation-factor) bezeichnet. Der Referenzbereich liegt unter 4pg/mi
EDTA-Plasma und wird klinisch mit erhéhten Werten bei akuten lymphatischen
Leukamien, beginnender Transplantatabsto3ung, rheumatoiden Arthritis und Sepsis
beobachtet.

Der verwendete monoklonale Maus-Antikdrper Anti-human-interleukin-18 der Fa.
Diaclone, Besancon, Frankreich, Nr. B-A15 IL-1BFI, Clone B-A1l5 ist fir die
DurchfluBzytometrie FITC-markiert gehort der Immunklasse 1gG1l an. Er wird auf
unspezifische Bindung mit Mouse-IgG1-FITC der Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg,
Deutschland, Nr. 349041, kontrolliert.

2.9.8.3 Interleukin 2 - Beschreibung

IL-2 wird von aktivierten T-Zellen gebildet und hat ein Molekulargewicht von 15.400
Dalton. Es dient unter anderem als T-Zell-Wachstumsfaktor (Synonym TCGF — T-
Cell-Growth-Factor) und stimuliert die Produktion anderer Lymphokine (Interferone).
Es induziert die Zytotoxizitat aktivierter Makrophagen und steigert die Proliferation
der B-Zellen. Synonyme Bezeichnung fir IL-2 ist LMF (lymphocyte mitogenic factor).
IL-2 zeigt signifikante anti-tumordse Aktivitdt gegen versch. Tumorzellen Uber die
Proliferation und klonale Vermehrung von T-Zellen gegen Karzinomzellen. Herbei
wird IL-2 therapeutisch bei therapierefraktaren Tumoren eingesetzt (30% Langzeit-
Remission beim metastasierten Nierenzell-Ca). Der Referenzbereich im EDTA-
Plasma liegt unter 31,2 pg/ml.

Der verwendete Mouse-anti-human-IL2-Antikdrper Nr. 855.021.010 Clone B-G5 der
Fa. Biotest, Dreieich, Deutschland gehort zur Klasse IgG1l und ist fur die
DurchfluBzytometrie FITC-markiert. Es handelt sich um einen monoklonalen

Antikorper. Die Kontrolle auf unspezifische Bindung erfolgt analog zu IL1-beta.

2.9.8.4 Tumor-Nekrosefaktor-a (TNF-a) - Beschreibung

In der Klassifikation der Zytokine wird der TNF den Interferonen zugeordnet. In

weitere Klassen unterteilt werden Typ-I-Interferone (TNF-o, TNF-B (,Lymphotoxin-
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o/LT-0*) , TNF-t, TNF-w) und Typ-ll-Interferone (TNF-y). TNF-a. wird wiederum in
Subklassen eingeteilt. Typ-I-Interferone werden auch als antivirale Zytokine und Typ-
ll-Interferone als immunregulatorische Zytokine mit antiviraler Aktivitdt angesehen.
Neben der antiviralen Aktivitdt, u.a. durch Aktivierung NK-Zellen, wird den
Interferonen antiproliferative Aktivitdt zugeschrieben. Bei TNF handelt es sich um
einen von Zellen des Makrophagen-/Monozytensystems gebildeten oder
gentechnologisch herstellbaren Faktor, der selektiv zur Auflésung maligner Zellen
fihren kann.

TNF-a ist der Prototyp der Zytokinfamilie. Dieser TNF wurde wahrscheinlich bereits
im 19.Jahrhundert beobachtet, als festgestellt wurde, dass nach BCG- und LPS-
(Lipopolysaccharid, Endotoxin) — Behandlung eine Aktivitdt an das Serum
abgegeben wurde, die eine Nekrose von Tumoren verursachte.

Die empfindlichste Methode TNF-a im Plasma zirkulierend nachzuweisen basiert auf
der extrem hohen Bindungsaffinitdit und —spezifitit des p55-TNF-Rezeptors. Bei
gesunden Probanden konnte mit dieser Methode kein TNF im Plasma nachgewiesen
werden — die Nachweisgrenze des Assay liegt bei 200 attomol (10™*® mol/l), was
120.000 TNF-Trimeren oder 10 Femtogramm in 1ml Plasma entspricht ! Im
Gegensatz werden bei akuten Erkrankungen wie dem septischen Schock TNF-
Konzentrationen im Plasma im nanomolaren Bereich (10°) gemessen. Ob der
Oberflachenkontakt zwischen in der Herz-Thorax-GeféaRchirurgie relevanten
Kunststoffen und weil3en Blutbestandteilen zu einem messbaren Anstieg der TNF-
Konzentration fuhrt, wird hier untersucht.

Die Freisetzung von TNF-a aus Makrophagen wird durch freigesetztes Endotoxin
stimuliert. TNF-a steigt bereits kurz nach Einsetzen der EKZ an und die
Spiegelverhéltnisse stehen im Verhaltnis zur Dauer der Ischamiezeit, wobei Myokard
als bedeutendster Ursprungsort angesehen wird. Erhdhte TNF-a-Werte werden
auBerdem klinisch bei Meningokokkeninfektionen, parasitaren Infektionen,
septischem Schock und zerebraler Malaria beobachtet. Der Referenzwert liegt bei
ELISA-Anséatzen unter 2,3 fmol/ml EDTA-Plasma.

Der Antikdrper mouse-monoklonal-anti-human TNF-a, Nr. 855.161.010, Clone B-D9,
der Fa. Biotest, Dreieich, Deutschland, ist fur die DurchfluBzytometrie FITC-markiert.

2.9.8.5 Interleukine — gemeinsame Methode IL-1B,IL-2,TNF-a
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Fir die optionale Oberflachenmarkierung zur eindeutigen Identifizierung der Zellen
werden je 50pL oder 5x10° WBC aus den ChandlerLoops nach den definierten
Rotationsdauern entnommen und durch Zugabe von 1E Heparin pro pL vor weiterer
Aktivitat blockiert. Nach Zugabe von 20uL Oberflachen-AK Simultest LeukoGATE
CD45/14 der Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland, Produkt # 340040, wird
der Ansatz nach Durchmischen mit einer Transferpipette fir 15min bei
Raumtemperatur unter Lichtschutz inkubiert. Ein weiterer Ansatz wird mit 20uL der
entsprechenden Isotypkontrolle ebenfalls fir 15min inkubiert. AnschlieRend wird der
Ansatz lysiert, dreimal gewaschen und durch Zugabe von 0,5ml 2%-Paraformaldehyd
fixiert. Die Lagerung bis zur durchfluzytometrischen Messung erfolgt auf Eis unter
Lichtschutz.

Fir die Interleukin-Markierungen werden den Loops und dem Leerwert jeweils Blut in
EDTA-Medium entnommen und hiervon 50uL EDTA-Vollblut, respektive mindestens
5x10° WBC pro Ansatz, nach Zugabe von 100pL IntraPrep™-Reagent 1 und kurzem
Vortex bei niedriger Rotation fiir 15min bei Raumtemperatur unter Lichtschutz
inkubiert. AnschlieRend werden 4ml 4°C kaltes PBS zugegeben und der Ansatz fiir
5min bei 300G und Raumtemperatur zentrifugiert. Mit einer Einmalglaspipette wird
der Uberstand abgesaugt ohne das Sediment aufzuwirbeln und das Pellett mit 100uL
IntraPrep™-Reagent 2 nach Durchmischung mit einer Transferpipette (kein Vortex)
fr 5min unter Lichtschutz bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation
wird die Zellsuspension mit einer Glaspipette durch dreimaliges Aufziehen vorsichtig
von Hand durchmischt und 20pL Interleukin-Antikdrper zugegeben. Der Ansatz der
Isotypkontrolle erhalt 20uL Isotyp-lgG der gleichen Produkt- bzw. Immunglobulin-
Linie. Den Autofluoreszenzkontrollen werden lediglich 20uL PBS zugegeben. Es folgt
nach sanftem Vortex die Inkubation bei Raumtemperatur fir 15min unter Lichtschutz.
Den Anséatzen werden 4ml 4°C kaltes PBS zugesetzt und eine Zentrifugation bei
300G und Raumtemperatur fiir 5min wird angeschlossen. Der Uberstand wird ohne
Aufwirbelung des Sediments mittels Glaspipette entfernt und der Bodensatz durch
Zugabe von 500uL 0,5%-Paraformaldeyd-PBS resuspendiert und fixiert. Die
durchfluzytometrische Analyse ist innerhalb von 2 Stunden bei Lagerung der Probe
auf Eis (2-8°C) moglich.
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50uL EDTA Vollblut
oder 5x10exp5 WBC

100uL IntraPrep 1 zugeben
Vortex

15min Inkubation RT
4ml PBS zugeben

5 min Zentrifugaion 300g RT

Uberstand entfernen
100pL IntraPrep 2 zugeben

Mischen (kein Vortex)

5 min Inkubation RT
dann von Hand leicht mischen

o L sy
‘ 200L AK‘wgeben ‘ ‘ 200L \so‘ypr‘\gG zugeben ‘
(PEIFITC)
‘ Vortex‘(saml) ‘ ‘ Vonex‘(sanfl) ‘
[ 15min Inkuba‘lion RT dunkel | [ 15min Inkuba‘tlon RT dunkel |
‘ aml PBS‘zugeben ‘ ‘ 4ml PBS‘zugehen ‘
‘ 5 min Zenmfug‘anon 300G RT ‘ ‘ 5 min Zentrllug‘aunn 300G RT ‘
‘ Uberstand‘ entfernen | [ Uhersland‘ entfernen |
[ [

Resuspension 500uL PBS Resuspension 500uL PBS
mit 0,6% Paraformaldehyd mit 0,5% Paraformaldehyd

Analyse bis 2h bei Lagerung RT | | Analyse bis 2h bei Lagerung RT
bis 24h bei Lagerung 2-8°C bis 24h bei Lagerung 2-8°C

Abb. 2.21 : Interleukin-Markierung

2.9.8.6 Interleukine - DurchfluRzytometrische Messung

Fiur die Messung im DurchfluBzytometer werden Forward- und Sidewardscatter
eingestellt, um eine optimale Darstellung der Populationswolken zu erhalten. Der
Debris wird gegebenenfalls in den Bereich des Koordinatenursprungs abgedrangt.

10.000 Zellen wurden erfasst bei einem ForwardScatter von 250V mit Gain 2,0 ,
Sideward-Scatter 450V mit Gain 10, FL1 (FITC) 736V mit Gain 1 und FL2(PE) 717V
mit Gain 1. Standartkompensierung der Fluoreszenzen und Auflésung 1024x1024.
Protokollname Interleukine.pro Z0033213. Die Gerateeinstellungen wurden fiir die

gesamte Messreihe und alle Interleukinbestimmungen beibehalten.
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2.9.9 HeatShock
2.9.9.1 HeatShock — Hintergrund & Testbeschreibung

Veranderungen im Umfeld der Zelle, Verletzung, Krankheit, wie auch Wachstum und
Differenzierung setzen Organismen in einen Stresszustand. Um diesem Umstand
entgegenzuwirken haben die Organismen des menschlichen Korpers verschiedene
Arten der ,zellularen Stressantwort® entwickelt. Dieser Abwehrmechanismus wird
aktiviert, wenn Organismen mit Veranderungen in ihrem Mikrokosmos, respektive
ihrer direkten Umgebung, konfrontiert werden. Der Hitzeschock auf den Organismus
(HeatShock) ist herbei der am besten untersuchte Ausldser, die Stressantwort kann
aber ebenso von einer Unzahl anderer Umsténde oder Einfliisse ausgeldst werden.
Wenn sich Stressproteine sich nicht gerade in einem Zustand der Abwehr gegeniber
einwirkenden, schadlichen Einflissen befinden, erfillen sie Aufgaben in der
Aufrechterhaltung der Homoostase der Zelle. Als Beispiel kdnnen Stressproteine
angefihrt werden, die als eine Art molekulare Aufsicht im Aufbau befindlichen
Polypeptiden bei ihrer korrekten Peptidkonfiguration dienen. Weitere Aufgaben, die
Stressproteine in ,Ruhezeiten” ausfiihren bestehen in der inter- und intrazellularen
Signalvermittlung, Antigenprasentation, der Rezeptorbindung im Kernbereich der
Zelle und dem programmierten Zelltod (Apoptose). Stressproteine werden in einer

Reihe von Krankheitsprozessen als Mediatoren aktiv, hierzu zahlen

- Ischémiezustéande - Muskeldystrophie.
(Schlaganfall)

- kardiovaskularen
Erkrankungen (KHK)

- Tumoren

- Entzindungsreaktionen

- Trauma

- Alterungsprozesse

- Autoimmunvorgange

- Zystische Fibrose

- Diabetes

- Schwerhorigkeit

- Infektionen sowie die
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2.9.9.2 HeatShock - Eigenschaften des HSP70-Antigens

Das HeatShockProtein 70 (HSP70) gehort zur Familie der HSP70-Proteine, einer
Gemeinschaft verschiedener Eiweil3e, die bei Einwirkung von Stress, inklusive dem
Hitze-Stress, in bisher jedem untersuchten Teil des menschlichen Mikrokosmos
nachweisbar sind. Diese HSP-Familie besteht aus HSP70, einem Protein, das in
vielen bekannten Organismen nachweisbar ist, anlagebedingt jedoch vor allem in
Primaten, einschlieBlich dem Menschen, gefunden wird. Weitere Proteine sind
HSP72, ein 72kDalton grof3es Protein, das ausschlieBlich unter Stresseinwirkung
induziert wird, sowie HSC70 ( synonym als Cognate Protein — HeatShock-
verwandtes Protein bekannt), einem 72kDalton-Protein, das in das Uncoating von
Clathrin-eingehiliten Vesikeln eingebunden ist und im Zytosol und zellkern-nah
angetroffen wird. Weiterhin gehéren GRP78 (Synonym BIiP) , das, als 78kDalton
groRes Protein und vom Glucosespiegel reguliert, im endoplasmatischen Retikulum
ortsstandig ist, und p75 (Synonym HSP75), ein 75kDalton-Protein des
mitochondrialen Milieus zur HeatShock-Familie.

2.9.9.3 HeatShock - Eigenschaften des HSP70-Antikdrpers

Der verwendete HSP70-Antikérper der Fa. Affinity Bioreagents,Inc.Golden,CO,USA
mit der Produkt# MA3-006 Clone 3a3 ist genetisch der Spezies Mouse und der
Immunglobulinklasse IgG1l zugeordnet. Der Clone erkennt mehrere Epitope der
HeatShock-HelLa-Protein-Reihe : HSP70, HSC70,p75 sowie nach Einwirken eines
HeatShock auch HSP72. Durch gezielte Mutationen und Deletionen des Antikérpers
wurde als Bindungsort die Stelle zwischen den Aminosauren 504 und 617 des
humanen HSP70 entdeckt. Clone 3a3 ist nicht ausschlieRlich spezifisch fur das
menschliche Epitop, er reagiert ebenso mit Hefe-, Fisch- und Affenepitopen.

Der Antikdrper wird durch Hybridisierung des Produkts der Fusion von SP2/0
Myelomzellen und Splenozyten BALB/c-positiver Mause hergestellt, die vor der
Fusion mit rekombinanten menschlichen HSP70-Proteinen in E-coli-Bakterien
immunisiert wurden. Fir die Immunfluoreszenz wird eine Arbeitskonzentration von

1:100 der Stammldsung angestrebt.
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2.9.9.4 Einschleusung der HeatShock-Antikdrper in die Zellen

Bei der Untersuchung intrazellularer Strukturen kénnen wertvolle Daten erhoben
werden. Beispiel sind die intrazellulare Signaltransduktion, die intrazellulare
Proteinstudien und die Erfassung von Stoffwechselvorgangen innerhalb der Zelle.
Antikorper sind normalerweise nicht membrangangig.

IntraPrep™ der Fa.Coulter-immunotech, Krefeld, Deutschland ist ein Reagenzien-
Set, das es Antikorpern mit intrazellularem Ziel ermdglich, die Zellmembran zu
durchdringen mit  dem Ergebnis nuklearer und zytoplasmatischer
Immunphanotypisierung innerhalb menschlicher weiRer Blutzellen.

IntraPrep™ beruht auf dem Prinzip der chemischen Durchlécherung der
Zellmembran, ohne die Morphologie der Zellmembran zu zerstéren — dies ist fir die
Erhaltung der durchfluBzytometrisch gemessenen Oberflachendaten der Zelle zur
Typisierung mittels Forward- und Sidewardscatter unerlasslich. Es besteht damit die
Méglichkeit einer gleichzeitigen intrazelluldaren und oberflachenstandigen Markierung.
Oberflachenmarkierungen mussen jedoch in der Vorbereitungsphase vor der
Permeabilisierung der Zellen stattfinden.

IntraPrep™ besteht aus zwei Reagenzien. Reagent 1 fixiert die Zellen und
nachfolgend werden durch Reagent 2 die Membranlocher fir den
Antikdrperdurchtritt, sowie gleichzeitig eine Lyse der Erythrozyten im Ansatz erstellt.

Die IntraPrep™-Reagents werden bei Raumtemperatur unter Lichtschutz gelagert.

2.9.9.5 Markierung des HSP70-Antikérpers mit PE-Sekundarantikorper

Um den HeatShock 70 (HSP70)-Antikdrper in der durchfluRzytometrischen Messung
sichtbar zu machen wird er mit einem Sekundarantikérper der Fa. Coulter-
Immunotech, Krefeld, Deutschland markiert. Es handelt sich um den R-
Phycoerythrin-konjugierten (PE) AffiniPure F(ab’),-Antikdrper, Produkt # 0551.
Immunologisch entstammt er der Spezies Goat und ist gegen die Spezies Mouse
gerichtet, er gehort zur IgG-Klasse. Seine Spezifitat weist ihn als relativ unsensitiv flr
Bindungen mit menschlichen, rinds- und Pferdeproteinen aus. Die PE-Markierung
wird von Laserlicht bei 490, 545 und 565nm angeregt, er emittiert bei einer
Wellenlange von 580nm im rot-orangenen Bereich. Der Sekundarantikdrper wird

gefriergetrocknet geliefert und nach Erreichen der Raumtemperatur durch Zugabe
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von 1ml destilliertem Wasser rekonstituiert. Die Lagerung erfolgt unter Lichtschutz
bei 2-4°C fiir einen maximalen Zeitraum von sechs Monaten.

Eine Arbeitskonzentration von 1:50 bis 1:200 (1:100) wird vor jedem Versuch durch
Zugabe von Aqua ad inj. hergestellt. Nach Herstellen der Arbeitsldsung ist diese fir

24h bei Lagerung analog der Stammldsung verwendbar

2.9.9.6 HeatShock - Methode

Der a 2ml aliquotierte HeatShock70-Antikérper wird durch Zugabe von 198ul Aqua
ad inj. auf eine Arbeitskonzentration von 1:100 gegenuber der Stammldsung
verdinnt. Fir jeden Ansatz wird ein Aliquot bereitgestellt (200pL AK im Ansatz).
Weiterhin wird der Sekundarantikbrper auf eine Arbeitskonzentration von 1:100
eingestellt. Aus dem Chandler-Loop werden je eine Monovette EDTA-Blut gemaf

folgendem Schema entnommen :

- Leerwert / Blankprobe - Heparin-Loop zum Zeitpunkt 2h
- PVC-Loop zum Zeitpunkt 2h - Heparin-Loop zum Zeitpunkt 4h.
- PVC-Loop zum Zeitpunkt 4h.

Es werden pro Ansatz 50pL EDTA-Vollblut, bzw. 5x10° WBC entnommen. Die
Zellzahl wird im Zell-Counter geprift. Jedem Ansatz werden 100pL IntraPrep™
Reagent 1 Nr. IM 2388 der Fa. Coulter, Krefeld, Deutschland, zugegeben und per
Vortex bei niedriger Rotation 30sec gemischt. Es folgt die Inkubation fir 15min bei
Raumtemperatur unter Lichtschutz. AnschlieBend werden 4ml 4°C kaltes PBS
zugegeben und der Ansatz nach Durchmischung mit dem Vortex fur 5min bei 300G
zentrifugiert (RT). Mit einer Einmalglaspipette wird der Uberstand abgesaugt, ohne
den Bodensatz aufzuwirbeln. Das Sediment wird mit 100pL IntraPrep™ Reagent 2
(im Kit Nr. IM 2388 der Fa. Coulter, Krefeld, Deutschland enthalten) in Losung
gebracht und der Ansatz durch mehrmaliges Ausziehen in eine Einmalglaspipette
durchmischt. Es folgt eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 5min unter Lichtschutz.
Die Proben aus den Chandler-Loops werden mit 20uL HSP70-Antikdrper versetzt
und durch sanften Vortex durchmischt. Nach Ablauf der 15min Inkubation unter
Lichtschutz bei Raumtemperatur wird 4ml 4°C-kaltes PBS zugegeben und die Probe

fur 5min bei 300G und Raumtemperatur zentrifugiert. Durch Absaugen mit einer
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Glaspipette wird der Uberstand entfernt. Es folgt die Sekundérmarkierung mit 50pL
Anti-Mouse-F(ab’),-PE-Antikdrper  Coulter-Immunotech # 0551 und eine
nachfolgende Inkubation fir 15min bei Raumtemperatur unter Lichtschutz. Nach
Zugabe von 4ml 4°C kaltem PBS folgt eine Zentrifugation bei RT fiir 5min bei 300G.
Der Uberstand wird abgesaugt und das Sediment mit 500uL 0,5%-Paraformaldehyd-
PBS resuspendiert. Die DurchfluRzytometrische Messung erfolgt innerhalb von 2
Stunden bei Lagerung auf Eis und ist theoretisch bis 24h nach Inkubation des
Sekundarantikérpers bei Lagerung zwischen 2-8°C mdglich.

Fir die NegativeStaining-Kontrolle (Probe auf unspezifische Bindung) wird dem
Ansatz 20puL Isotyp IgG der Spezifitdt des Primar- und des Sekundarantikdrpers mit
entsprechender PE-Markierung zugegeben und der Ansatz nach Vortex fiir 15min im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 4ml 4°C kaltem PBS folgt
eine Zentrifugation bei RT fir 5min bei 300G. Es folgt die Sekundarmarkierung. Die
durchfluzytometrische Messung erfolgt innerhalb von 2 Stunden.

Weiterhin wird je Schlauchtyp eine Probe vorbereitet, die lediglich analog zur
vorstehenden IntraPrep™-Methode mit den Reagents behandelt wird, aber keine
Antikorpermarkierungen erhélt (Autofluoreszenzkontrolle).

Optional kann eine Oberflaichenmarkierung mit CD45/CD14 zur genauen
morphologischen Beurteilung und Zuordnung der Zellpopulationen vorgenommen

werden

I ]
‘ 504L Vollblut oder 5x10exp5 WBC H 50uL Vollblut oder 5x10exp5 WBC ‘

‘ZOuL Oberflachen-AK-Isotyp zugeben ‘ ‘ 20pL Oberflachen-AK zugeben ‘

‘ Vortex ‘ ‘ Vortex ‘

‘ 15 min Inkubation RT,dunkel‘ ‘ 15 min Inkubation RT dunkel ‘
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50uL EDTA Vollblut
oder 5x10exp5 WBC

100pL IntraPrep 1 zugeben
Vortex

15min Inkubation RT
4ml PBS zugeben

5 min Zentrifugaion 300g RT

Uberstand entfernen
100pL IntraPrep 2 zugeben

Mischen (kein Vortex)

5 min Inkubation RT
dann von Hand leicht mischen

‘ PROBE

KONTROLLE
(NS, Isotyp)

‘ 20yL AK zugeben

204 Isotyp-IgG zugeben
(PEIFITC)

‘ Vortex (sanft)

Vortex (sanft)

‘ 15 min Inkubation RT dunkel

15 min Inkubation RT dunkel

\ 4ml PBS zugeben

4ml PBS zugeben

[ 5 min Zentrifugation 300G RT

5 min Zentrifugation 300G RT

‘ Uberstand entfernen

Uberstand entfernen

504L Anti-Mouse-F(ab)2-PE-Sekundar-AK zugeben
(1:10 Verdiinnung wie Fibrin/Fibrinogen)
Working Dilution ca. 1:40
Vortex (sanft)

Resuspension 500uL PBS
mit 0,5% Paraformaldehyd

15 min Inkubation,dunkel,RT

4mI PBS zugeben
5min Zentrifugation bei 300G RT

Uberstand entfernen

Resuspension 500uL PBS
mit 0,5% Paraformaldehyd

Analyse bis 2h bei Lagerung RT
bis 24h bei Lagerung 2-8°C

Analyse bis 2h bei Lagerung RT
bis 24h bei Lagerung 2-8°C

Abb. 2.22 : Flowchart der Methode fir die Markierung der Zellen mit HSP 70 und

Sekundarmarkierung  mit

durchflulRzytometrische Messung

2.9.9.7
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Die Messung der Proben erfolgt mit dem Coulter EPICS XL/MCL-
DurchfluBzytometer. Bei einer mittleren (medium) Durchflussrate werden mit einem
Forward-Scatter von 700Volt bei einem Gain von 2.0, entsprechend einer
Gesamtverstarkung von 6,20, sowie einem Sideward-Scatter von 550Volt bei Gain
10.0, entsprechend einer Gesamtverstarkung von 26.50, die oberflachliche
Morphologie der Zellen erfasst. Die interessierende rote Fluoreszenz des
Sekundéarantikérpers (PE = FI2) wird mit einer Volteinstellung von 620 bei 1.0 Gain
gemessen. Der griine Fluoreszenzkanal FL1 (FITC) wird auf 500Volt bei einem Gain
von 1.0 eingestellt. Stopp der Messung bei 10.000 Zellen im Histogramm 1 in einem
128x128 grof3en Diagramm. Als Diskriminator ist der Forwardscatter mit einem Wert
von 90 gesetzt, das Listmodegating ist deaktiviert. Die Fluoreszenzen werden
gegeneinander kompensiert : FL1 = FL1 — 0,9% FL2 und FL2 = FL2 — 20% FL1.

2.9.10 Thrombozyten

2.9.10.1 Bemerkungen zu Thrombozytenstudien

Die Thrombogenitat einer Kunststoffoberflache stellt eines der wichtigsten Kriterien
zur Beurteilung der Biokompatibilitdt dar. Eine Freisetzung von thrombogenen
Substanzen kann durch die Boostermechanismen der Signalwege eine massive
Gerinnungsstérung im Sinne einer Hyperkoagulabilitdt mit den Folgen von
thrombotischen Verschliissen der makro- und mikroskopischen Gefafie veranlassen.
Thrombozytenstudien stehen in der Biokompatibilitatsforschung aus diesem Grund

mit in erster Reihe.

2.9.10.2 Verwendetes Substrat

Fir Thrombozytenstudien kommen Plattchensuspensionen zur Anwendung, die mehr
(Platelet-rich-plasma, PRP) oder weniger (einfache Plattchensuspension) rein von
anderen Zellen sind. Vorteile der Entfernung anderer Zellreihen sind etwa die
bessere durchfluRzytometrische Erfassung der Zielpopulation. Zudem lassen sich
Plattchenkonzentrate einfach herstellen und sehr prézise auf eine Zielkonzentration

einstellen.
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2.9.10.3 Methode - PRP

Fur die Herstellung einer Plattchensuspension (Platelet-rich-plasma, PRP) werden
4,5ml Blut in Entnahmemedium (5ml Monovette, neutral mit 100U (entspr. 20U/ml)
Heparin)abgenommen und in ein Stabilisatormedium umgefillt (10ml Monovette
neutral mit 5ml Formaldehyd 1% in PBS, pH 7,2). Das Stabilisatormedium wird
einmal umgeschuttelt und 15min bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Nach 10min Zentrifugation bei 100G Entnahme des Uberstands mit Abstand zur
Erythrozytenphase und Ubergabe in weiteres Roéhrchen. Es folgt eine weitere
Zentrifugation fiir 10min, 100G und Raumtemp. Der nun abhebbare Uberstand stellt
PRP dar und wird weiter konzentriert. Er wird 5min bei 700G zentrifugiert, der
Uberstand verworfen, das Pellett in 1,8m| Waschlésung (3,8% tri-NaCitrat in PBS,pH
7,2) und 200uL Rabbit-Serum bzw. weiteren 200uL Waschlésung resuspendiert und
erneut bei 700G 5min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in
1ml Waschlésung resuspendiert. Die Suspension wird im Zell-Zahlautomaten

gemessen und auf eine Thrombozytenkonzentration von 50.000 Thr/uL eingestellt.

2.9.10.4 Methode - einfache Plattchensuspension

Die Vollblutprobe wird in einem Zitratrohrchen abgenommen, vermischt und 15min
bei 150G zentrifugiert. Der Uberstand stellt die Plattchensuspension dar, die
abgehoben und in ein neues Rohrchen tberfihrt wird. Die Suspension wird im Zell-
Z&hlautomaten auf die Thrombozytenzahl gemessen und mit PBS auf 50.000 Thr./ul

eingestellt.

2.9.10.5 CD 41-Markierung auf Thrombozyten
2.9.10.5.1Beschreibung des Tests

Das CD41-Antigen ist ein transmembranéres Glykoprotein aus zwei Ketten - GPllba
(120kD) und GPIIbp (23kD) — die untereinander durch eine Disulfidbriicke verbunden
sind. CDA41 ist immer nicht-kovalent mit dem CD61-Antigen assoziiert (gemeinsam
wird der GPlIblla-Komplex gebildet) und wird von Plattchen prasentiert. Es findet sich
auBerdem auf Megakaryozyten und einen Teil der CD34-positiven Zellen. Im

Ruhezustand geht der Komplex Verbindungen mit immobilisiertem Fibrinogen ein
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und in aktiviertem Zustand fungiert er als Rezeptor fur lésliches Fibrinogen,
Fibronektin, von-Willebrand-Faktor, Vitronektin und Thombospondin. Somit ist er
zentral in die Plattchenfunktion Aggregation eingebunden. Im Falle der Erkrankung
Glanzmann’sche Thrombasthenie konnte ein starker Mangel an CD 41
nachgewiesen werden. Die Markierung von Thrombozyten mit CD41 ermdglicht zu
einen die genaue Identifizierung der Thrombozyten zur Qualitéatskontrolle der
Messungen, zum anderen lassen sich Bindungen von Thrombozyten an andere
Zellen beobachten (z.B. ,CDA41 positive Granulozyten®).

Zu Anwendung kommt der CD41-Antikorper der Fa. Coulter, Krefeld, Deutschland,
Nr. 1756 Clone Sz22, der FITC markiert ist. Die Markierung der Thrombozyten mit
CD41 behindert nicht die Bindung von Fibrinogen an das gplibllla-Epitop.
Entsprechend seiner Isotypklasse wird ein Negative Staining mit Mouse-IgG1-FITC,
Nr. 0639,Clone 679.1Mc7 des gleichen Hersteller durchgefihrt. Der
gefriergetrocknete AK wird mit 1ml Aqua dest. rekonstituiert und bei 2-8°C im Dunkel

maximal 4 Wochen gelagert.

2.9.10.5.2 Methode

Je 100ul Plattchensuspension werden mit 25uL  Anti-CD41-FITC nach
Durchmischung mit einer Einmalpipette fir 45min bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Nach Zugabe von 1ml Waschlosung (3,8% tri-NaCitrat in PBS,pH 7,2) wird
der Ansatz 5min bei 700G zentrifugiert. Ein Milliliter Uberstand werden abpipettiert
und der Bodensatz mit 1ml Sheath-Fluid (Tragerlésung des Durchflu3zytometers)
resuspendiert. Die durchfluBzytometrische Messung erfolgt innerhalb von 1 Stunde.

Lagerung auf Eis unter Lichtschutz.
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l Antikdrperldsung austitrieren ‘

I
[ 1

200pL Plattchensuspension 200pL Plattchensuspension

(3 Ansétze) (1 Ansatz)
50puL Anti-CD-41 zugeben 50uL MauslgG zugeben
Mischung mit Pipette (=unspez.Kontrolle)

(kein Vortex)

l l

Inkubation bei RT 1 h Inkubation bei RT 1h
dunkel
l 1ml Waschlésung zugeben ‘ l 1ml Waschlésung zugeben ‘

| zentritugation 5min bei 700G | [Zentrifugation 5min bei 700G |

llml Uberstand abpipettieren ‘ llml Uberstand abpipettieren ‘

l 1ml Sheath-Fluid zugeben ‘ l 1ml Sheath-Fluid zugeben ‘

l Messung innerhalb 24h ‘ l Messung innerhalb 24h ‘

Abb. 2.23 : CD41-Markierung

2.9.10.6 Thrombozyten-Adhasion an Leukozyten (CD41 positive Leukozyten)
2.9.10.6.1Beschreibung des Tests

Plattchenaktivierung fuhrt zu einer Aggregation zwischen den Thrombozyten und
dem GeféaRBendothel, sowie zwischen Thrombozyten und polymorphkernigen
Neutrophilen, Monozyten, Makrophagen und anderen Thrombozyten. Grund sind die
Aktivierung bzw. Expression von Adhasionsmolekilen (ber die Wege der
biochemischen Signaliibermittlung. Das hier auch untersuchte P-Selektin (CD62P)
wird beispielsweise rasch an der Oberflache von aktivierten Plattchen exprimiert und
fungiert als Rezeptor fiir Oligosaccharide, etwa der Monozytenmemebran. Binden die
Zellen an lokal aktiviertes Endothel entsteht in Folge der Nidus als Ausgangsort fir
die weitere Anheftung von Plattchen, die Uber einen aktivierten gpliblla-Rezeptor
wasserlosliches Fibrinogen anziehen. Im weiteren Verlauf der Vernetzung werden
weille Blutzellen Uber die B2-Integrin-Liganden der Pléttchen irreversibel an die
Plattchenoberflache gebunden. In viel geringerem Masse vollzieht sich diese
Interaktion auch in flieBendem Blut ohne Aktivierungsreiz im Sinne eines
Gleichgewichts. Die Beobachtung der dauerhaften Anheftung von CD41-markierten

Thrombozyten an Leukozyten ermdglicht Aussagen (ber den Zustand der
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Thrombozyten- und Leukozytenaktivierung durch den Kontakt mit der

unphysiologischen Kunststoffoberflache.

2.9.10.6.2Methode

Den Vollblutproben werden je 20ul Anti-CD41-FITC, den Autofluoreszenzkontrollen
20pul PBS (Autofluoreszenz), sowie den NegativeStaining-Kontrollen 20pl Mouse
IgG1-FITC Nr. 0639 Clone 679.1Mc7 zugegeben. Die Ansatze werden mit einer
Transferpipette durchmischt und fir 30min bei Raumtemperatur unter Lichtschutz
inkubiert. Nach Zugabe von 2ml (Konz. 1:10) werden die Ansatze sanft gevortext und
10min inkubiert. Es folgt die Zentrifugation fir 10min bei 300G und das Absaugen
des Uberstands bis auf 50pl Restfliissigkeit im Probenréhrchen. Zugabe von 1ml
einfach-PBS mit 0,1% NaAzid und erneutes Vortex, bevor eine Zentrifugation bei
300G fur 5min folgt. Resuspension des Pellet nach Absaugen des Uberstands mit
0,5ml  0,5%-Formaldehyd. Lagerung der Proben auf Eis bis zur

durchfluRzytometrischen Messung innerhalb von 60min.

2.9.10.7 Fibrinogen-Leukozyten-Aggregation
2.9.10.7.1Monoklonaler Fibrinogen-Antikdrper mit Sekundarmarkierung
2.9.10.7.1.1 Beschreibung des Tests

Das Gerinnungsprotein Fibrinogen wird als zentrales Protein des Gerinnungssystems
angesehen und wird in &hnlicher Form (Aa,BB,y). in allen Wirbeltieren gefunden.
Wahrend des Gerinnungsprozesses wird Fibrinogen von Thrombin in die
Fibrinopeptide A und B (Monomere) gespalten und aus diesen Fibrin (o,B,y)2
gebildet. Das entstandene, Fibrin formt sich in Gegenwart von Ca®*-lonen zu einer
unléslichen gel-artigen Substanz, deren kovalente Stabilisierung durch weitere
Faktoren erhoht wird. Trotz der physischen Umwandlung enthélt das entstandene
Fibrin weiterhin ca. 98% der urspriinglichen Fibrinogenstruktur und somit auch etliche
Fibrinogenepitope.

Zum Einsatz kommt der monoklonale Anti-Human-Fibrinogen-AK der Fa. Sigma,
St.Louis,USA, Nr. F-9902. Dieser Antikdrper entstammt der Spezies Mouse 1gG2a
und ist gegen humanes Fibrinogen gerichtet. Da eine Fluoreszenzmarkierung fehlt,

muss der primare Antikdrper mit einem Sekundarantikérper fluoreszenzmarkiert
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werden. Hierfur wird der Goat-Anti-Mouse R-Phycoerythrin-Conjugate-Antikdrper, Nr.
0551 der Fa.Coulter, Krefeld, Deutschland, verwendet. Dieser entstammt der
Spezies Goat und ist gegen die Spezies Mouse gerichtet. Das Negative Staining
erfolgt hier mit Mouse IgG1-PE der Fa. Coulter, Nr. 0670 und Goat-lgG1-PE der Fa.
Sigma,St.Louis, USA, Nr. 9787.

Fibrinogen wird als eigensténdiger Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen
angesehen. Erhdhte Fibrinogenkonzentrationen werden auf3erdem bei malignen
Prozessen und Gewebsnekrosen beachtet. Die Beobachtung der
Fibrinogenanheftung an Leukozyten konnte den Aktivierungszustand des
Gerinnungssystems durch den Blutkontakt mit der unphysiologischen Oberflache der

Kunststoffschlauche aufzeigen.

2.9.10.7.1.2 Methode

178uL des aliquotierten Fibrinogen-Antikdrper F-9902 wird durch 882ml PBS —
Zugabe auf eine Arbeitskonzentration von 1:100 eingestellt. Die Proben aus den
Versuchen werden in Plattchensuspensionen mit 50.000 Thr/pl Gberfiihrt. 100ul der
Plattchensuspension werden jeweils entweder mit 25ul Fibrinogen-AK, 25ul der
Isotypkontrolle oder 25ul Waschlésung (3,8% tri-NaCitrat-Dihydrat in PBS pH 7,2) fir
die Autofluoreszenzkontrolle zugegeben. Nach Mischung mit einer Transferpipette
und Inkubation fir 30min im Dunkeln bei Raumtemperatur werden je Ansatz 2ml
Waschlésung zugegeben und nach Vortex fur 10min bei 1400rpm zentrifugiert. Der
Waschvorgang wird wiederholt und nach erneuter Zentrifugation wird der Uberstand
bis auf 100ul abgehoben. Nun Zugabe von 10ul Anti-Mouse-lgG1-PE in die Ansatze,
die mit dem Fibrinogen-AK in Kontakt waren und Inkubation fir 30min. Alle anderen
Ansatze (Isotypkontrolle, Autofluoreszenz) erhalten 1ml 1%-Paraformaldehyd und
werden auf Eis gelagert. Nach Inkubationsende werden 2ml Waschlésung zugesetzt
und die Ansatze gemischt. Nach Zentrifugation bei 1400prm fir 10min wird der
Uberstand abgehoben und der Waschvorgang wiederholt. Nach der zweiten Wasche
wird das Pellet in 1ml 1%-Paraformaldehyd resuspendiert und auf Eis max.60min bis

zur Messung gelagert.
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180uL Vollblut
(Fibrinogen-AK + Sek.AK + CD41)
+200 L Stoplésung

100uL Vollblut

200pL Vollblut

2004L Vollblut

+ 25 L Fibrinogen-AK (1:100)
(1:100,unmarkiert)
+20 pL CD 41-AK

+ 45)L Diluent
(Auto-Fluoreszenz-
Kontrolle)

+ 450 Goat IgG
(negative staining)

+50uL Mouse 1gG
(negative staining,DualTag))

30min Inkubation bei RT
dunkel

30 min Inkubation bei RT
dunkel

30min Inkubation bei RT
dunkel

30min Inkubation bei RT
dunkel

+ 2ml Diluent

Lyse
Protokoll Facs Lysing Solution
oder OptiLyse C

Lyse
Protokoll Facs Lysing Solution
oder OptiLyse C

Lyse
Protokoll Facs Lysing Solution
oder OptiLyse C

10min Zentrifugation 1400rpm

Uberstand absaugen
+ 2ml Diluent

10min Zentrifugation 1400rpm

Uberstand absaugen
+100pL Diluent
+25)L Sekundar-AK (1:5)
(PE)

30 min Inkubation bei RT dunkel

Lyse
Protokoll Facs Lysing Solution
oder OptiLyse C

Abb.: 2.24 : Markierungsvorgang fiir Monoklonalen Fibrinogen-Antikérper

2.9.10.7.2Polyklonaler Fibrinogen-Antikérper mit Sekundarmarkierung
2.9.10.7.2.1 Beschreibung des Tests

Zum Einsatz kommt der polyklonale Anti-Human-Fibrinogen-AK der Fa. Sigma,
St.Louis,USA, Nr. F-2506. Dieser Antikérper entstammt der Spezies Goat und ist
gegen humanes Fibrinogen gerichtet. Da eine Fluoreszenzmarkierung fehlt, muss
der primare Antikdrper mit einem Sekundarantikdrper fluoreszenzmarkiert werden.
Hierfur wird der Anti-Goat-R-Phycoerythrin-Conjugate-Antikdrper, Nr. P9787, des
gleichen Herstellers verwendet. Dieser entstammt der Spezies Rabbit und ist gegen
die Spezies Goat gerichtet. Das Negative Staining erfolgt hier mit Goat IgG PE der
Fa. Sigma, St.Louis,USA, Nr. 9783 und Rabbit IgG-PE der Fa. Sigma,St.Louis, USA,
Nr. 9788.

2.9.10.7.2.2 Methode
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18uL des aliquotierten Fibrinogen-Antikdrper F-2506 werden durch 882ml PBS —
Zugabe auf eine Arbeitskonzentration von 1:100 eingestellt. Die Proben aus den
Versuchen werden in Plattchensuspensionen mit 50.000 Thr/ul Gberfuhrt. 100ul der
Plattchensuspension werden jeweils entweder mit 25ul Fibrinogen-AK, 25ul der
Isotypkontrolle oder 25ul Waschlésung (3,8% tri-NaCitrat-Dihydrat in PBS pH 7,2) fir
die Autofluoreszenzkontrolle zugegeben. Nach Mischung mit einer Transferpipette
und Inkubation fur 30min im Dunkeln bei Raumtemperatur werden je Ansatz 2ml
Waschlésung zugegeben und nach Vortex fur 10min bei 1400rpm zentrifugiert. Der
Waschvorgang wird wiederholt und un nach erneuter Zentrifugation wird der
Uberstand bis auf 100ul abgehoben. Nun Zugabe von 10pl Anti-Grat —IgG-PE in die
Ansatze, die mit dem Fibrinogen-AK in Kontakt waren und Inkubation fur 30min. Alle
anderen Ansatze (Isotypkontrolle, Autofluoreszenz) erhalten 1ml 1%-
Paraformaldehyd und werden auf Eis gelagert. Nach Inkubationsende werden 2ml
Waschlésung zugesetzt und die Anséatze gemischt. Nach Zentrifugation bei 1400prm
fir 10min wird der Uberstand abgehoben und der Waschvorgang wiederholt. Nach
der zweiten Wasche wird das Pellet in 1ml 1%-Paraformaldehyd resuspendiert und

auf Eis max.60min bis zur Messung gelagert.

2.9.10.7.3Fibrin-Adhé&sion an Thrombozyten
2.9.10.7.3.1 Beschreibung des Test

Fir diesen Test wurde der monoklonale Fibrin-Antikdrper Nr. 0541, Clone E8 der
Fa.Coulter, Krefeld, Deutschland, ausgewahlt. Es handelt sich um einen AK der
Isotypklasse IgG1-Mouse, der nicht fluoreszenzmarkiert ist und daher mit einem
fluorochromkonjugierten Sekundarantikdrper Goat-anti-Mouse-IgG1-R-PE Nr. 0551
des gleichen Herstellers markiert werden muss. Als Isotypkontrollen kommen Mouse
IgG1-PE (Nr. 0670,Fa.Coulter,Krefeld,Deutschland) und Goat-lgG-PE (Nr. 9783
Sigma, St.Louis,USA,) zur Anwendung.

2.9.10.7.3.2 Methode

18pL des aliquotierten Fibrinantikbrper 0541 werden durch 882ml PBS —Zugabe auf
eine Arbeitskonzentration von 1:100 eingestellt. Die Proben aus den Versuchen
werden in Plattchensuspensionen mit 50.000 Thr/ul Uberfihrt. 100ul der
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Plattchensuspension werden jeweils entweder mit 25ul Fibrin-AK, 25ul der
Isotypkontrollen oder 25ul Waschlésung (3,8% tri-NaCitrat-Dihydrat in PBS pH 7,2)
fur die Autofluoreszenzkontrolle zugegeben. Nach Mischung mit einer Transferpipette
und Inkubation fir 30min im Dunkeln bei Raumtemperatur werden je Ansatz 2ml
Waschlésung zugegeben und nach Vortex fir 10min bei 1400rpm zentrifugiert. Der
Waschvorgang wird wiederholt und nach erneuter Zentrifugation wird der Uberstand
bis auf 100pl abgehoben. Nun Zugabe von 10ul Anti-Mouse-lgG1-PE in die Ansétze,
die mit dem Fibrin-AK in Kontakt waren und Inkubation fir 30min. Alle anderen
Ansatze (Isotypkontrolle, Autofluoreszenz) erhalten 1ml 1%-Paraformaldehyd und
werden auf Eis gelagert. Nach Inkubationsende werden 2ml Waschlésung zugesetzt
und die Ansatze gemischt. Nach Zentrifugation bei 1400prm fir 10min wird der
Uberstand abgehoben und der Waschvorgang wiederholt. Nach der zweiten Wéasche
wird das Pellet in 1ml 1%-Paraformaldehyd resuspendiert und auf Eis max.60min bis

zur Messung gelagert.

2.9.10.7.4 CD62P-Adhasion auf Thrombozyten
2.9.10.7.5 Beschreibung des Tests

CD62P (Synonyme P-Selektin, GMP-140, PADGEM) gehort zur Familie der
Selektine und wird durch Translokation nach Aktivierung von Plattchen in-vivo und in-
vitro an der Oberflache der Zellen prasentiert. Im Ruhezustand l&sst es sich an o-
Granula der Thrombozyten, in Megakaryozyten und in Weibel-Palade-K&rperchen
der Endothelzellen nachweisen. CD62P spiel eine Rolle in der Interaktion von
aktivierten Plattchen und Monozyten, sowie Neutrophilen. Beobachtet wurde
auRerdem ein Zusammenspiel bei der Zytoadhéasion von Plasmodium falciparum-
infizierten Erythrozyten mit Thrombozyten und vaskularem Endothel.

Verwendung findet der CD62P-Antikérper Nr.IM-1164 Clone CLBThromb/6, der Fa.
Coulter, Krefeld, Deutschland. Es handelt sich um einen monoklonalen Antikdrper
der Klasse Mouse-IgG1, der fiir die die Durchfluzytometrie mit FITC markiert ist. Als
Isotypkontrolle wird Mouse-IgG1-FITC/Mouse-lgG2a-PE-Dual-Tag Nr. IM1983 des

gleichen Herstellers angewendet.

2.9.10.7.5.1 Methode
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Aus den Versuchsproben werden jeweils Plattchensuspensionen hergestellt und
100pL davon mit 25ul CD62P-Antikorper Nr.1164 nach Mischung mit einer
Transferpipette fir 30min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die
Isotypkontrollansatze erhalten statt Antikdrpern entsprechend 25uL Mouse-IgG1-
FITC/Mouse-lgG2a-PE-DualTag Nr. F-0528, bzw. 25ul Waschlésung (3,8%-
TriNaDihydrat) fiir die Autofluoreszenzkontrolle. Nach Ablauf der Inkubation wird 2ml
Waschlésung zugegeben, der Ansatz durchmischt und 10min bei 1400 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und wieder 2ml Waschlésung
zugegeben. Nach einer weiteren Zentrifugation fiir 10min bei 1400rpm und
Absaugen des Uberstands wird das Pellet in 1ml 1%-Paraformaldehyd fixiert und bis

zur Messung max. 60min auf Eis gelagert.

2.10.0 Zellzahlen
2.10.1 Beschreibung des Tests

Die Bestimmung der Zellzahlen in den Testansatzen gehort zum Standart der
Bestimmungen. Die Anderung der Zellzahlen kann im Versuchsdurchlauf
verschiedene Ursachen haben. Einerseits konnten Erythrozyten durch mechanische
Einflisse lysiert werden, Thrombozyten und Leukozyten durch Aggregatbindung im
Zell-Counter am Versuchsende durch niedrigere Zellzahlen auffallen, andererseits
eine Adhasion aller drei Zellreihen an der Innenflache der Kunststoffloops zu
geringeren Zellz&hlungen in den Anséatzen fuhren.

Die Messung der Zellzahlen in den Proben erfolgt vor und nach den Loop-

Durchlaufen.

2.10.2 Methode

Die Zellzahlen werden jeweils zu den Zeitpunkten 0 Minuten (Leerwert), 30min,
60min und 120min mit Hilfe eines Zahlautomaten bestimmt. Erfasst werden

Erythrozyten-, Leukozyten- und Thrombozytenzahl.

2.11.0 Humorale Marker
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2.11.1 TAT-micro Assay (Enyzmimmunotest zur Bestimmung von Human-
Thrombin/AT-lll-Komplex)
2.11.1.1 Beschreibung des Tests

Die Umwandlung von Prothrombin zu aktivem Thrombin stellt ein zentrales Ereignis
im Ablauf der Gerinnungskaskade dar. Thrombin wirkt auf verschiedene
physiologische Substrate wie Fibrinogen, Protein C und Plattchen, ein und wird durch
Antithrombin [l gehemmt, wobei ein inaktiver Proteinkinase/Inhibitor-Komplex
gebildet wird, der quantitativ durch einen Enzymimmunoassay erfasst werden kann.

Untersuchungen auf  Thromin-Antithrombinkomplexe werden bei der
Differentialdiagnose der disseminierten intravasalen Gerinnung, zur Uberwachung
bei Thrombemolierisiken, Verdacht auf intravasale Gerinnung und auch als Marker
bei Leberkarzinomen angewendet. Fir die Bestimmung der Human-Thrombin/AT-III-
Komplexe kommt der Enzymimmunoassay ,Enzymgnost® TAT micro* der Fa.
Behring, Marburg, Deutschland, Nr. 0329, zur Anwendung. Es handelt sich um einen
Sandwich-ELISA, bei dem wahrend der ersten Inkubation in der Probe enthaltene
TAT-Komplexe an die mit Antikdrpern gegen Thrombin beschichtete
Kunststoffoberflache der Mikrotiterplatten gebunden werden. Nach Auswaschen des
nicht gebundenen Substrats werden in der zweiten Inkubationszeit Peroxidase-
konjugierte Antikorper gegen Human-AT-lll an die freien AT-lll-Determinanten
gebunden und nach einem weiteren Waschvorgang wird die gebundene
Enzymaktivitat gemessen (Enzymatische Umsetzung von Wasserstoffperoxid und
Chromogen). Die TAT-proportionale  Farbkonzentration kann  schlieBlich

photometrisch bestimmt werden.

2.11.1.2 Methode

Nach Vorlegen von 50uL Probenpuffer TAT in die Mikroititerplatte wird jeweils 50uL-
Plasma der verschiedenen Loops zu den Zeitpunkten 0, 60 und 120 min, sowie eine
Kontrolle und ein Standart einpipettiert. Die Testplatte wird vorsichtig geschittelt um
eine Durchmischung zu erwirken. Es folgt die Inkubation nach Abkleben der
Mikrotiterplatte mit Folie bei 37°C fur 15min. Die Folie wird entfernt, die Vertiefungen
mit einer Einmalglaspipette abgesaugt, pro Vertiefung 0,3ml verdiinnte Waschlésung

eingefillt und wieder mit einer Pipette abgesaugt. Der Waschvorgang wird zweimal
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wiederholt und die Platte auf Zellstoff ausgeklopft um Reste der Waschlésung zu
entfernen. Nach Zugabe von 100uL Konjugat in jede Vertiefung folgt erneutes
Abkleben mit Folie und 15min Inkubation bei 37°C. Wahrend der Inkubation wird
10ml Puffer/Substratldsung in eine Chromogenabfiilung gegeben und unter
Schitteln geldst. Alle Vertiefungen werden ausgesaugt und nach obigem Schema
zweimal gewaschen, gefolgt von Ausklopfen auf Zellstoff. Nach Zugabe von 100uL
Substrat/Puffer-Losung wird die Platte mit Folie abgedeckt und fur 30min unter
Lichtschutz bei 20-25°C inkubiert. AnschlieBend erfolgt die Zugabe von 100pL
Stoplésung in jede Vertiefung und die Messung innerhalb einer Stunden im
Photometer gegen dest. Wasser bei einer Messwellenlange von 492nm (490-
500nm).

2.11.1.3 Testauswertung

Nach Berechnung des Extinktionsmittelwerte der Standards wird die Bezugskurve
auf doppelt-logarithmischem Netzpapier erstellt (Abszisse : Konzentration 2 bis 60
pg/l, Ordinate : Extinktion 0-2). Aus der Bezugskurve kénnen anhand der
Extinktionswerte die TAT-Konzentrationen direkt abgelesen werden. Sollte die
Extinktion au3erhalb des durch Standards vorgegeben Bereichs liegen, missen die
Proben in anderen Verdiinnungen nochmals getestet werden.

Der Erwartungswert / Referenzwert eines gesunden Erwachsenen (n=196) liegt bei
1,0-4,1ug/l (Median 1,5pg/l, Referenzbereich 2,5-97,5. Perzentile). Dieser Wert sollte

dem Leerwert (Zeitpunkt 0) der Probanden entsprechen.

2.11.2 PMN-Elastase
2.11.2.1 Beschreibung des Tests

Die PMN-Elastase (34000 D) ist ein Enzym, welches sich auer im Pankreas auch
neben anderen Proteasen in den Lysosomen von polymorphkernigen Neutrophilen
Granulozyten findet. Benannt wurde diese Hydrolase aufgrund der Fahigkeit,
Strukturen des elastischen Bindegewebes, wie Elastin und Proteoglykan,
anzugreifen bzw. aufzulésen. Infolge verschiedener Stimuli, wie lokaler
Gewebsirritationen und Infektionen bzw. Entziindungsreaktionen mit Phagozytose

von Immunkomplexen kommt es, wie auch durch eine mechanische Schadigung, zur
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Freisetzung von PMN-Elastase ins Plasma. Eine Mdoglichkeit der Induktion einer
Elastaseliberierung steht im Zusammenhang der Féhigkeit von Neutrophilen, sich an
entstehenden Thromben zu akkumulieren und, nach Einwanderung in dieselben, mit
Fibrin in Interaktion zu treten. Vergebliche Versuche, Fibrin zu phagozytieren, fihren
hierbei zur Elastasefreisetzung.

Ein direkter Effekt auf die Degranulation von Elastase durch unphysiologische
Oberflachen wird ebenfalls diskutiert, ein Faktor ist moglicherweise die Aktivierung
des Komplementsystems, welche wiederum durch die, nach
Fremdoberflachenkontakt gebildeten, Proteine 3-F Xlla und Kallikrein induziert wird.
AuRerdem stellt der Komplementfaktor C5a einen wichtigen Aktivator von PMN dar.
Ein chemotaktischer EinfluR sowie die Aggregation und Degranulation
polymorphkerniger Granulozyten kann auch direkt auf den EinfluB von F Xlla und
Kallikrein zurtickzufiihren sein, ebenso kénnte PF 4 in der Lage sein, PMN-haltige
Granulozyten zu aktivieren. Elastase besitzt ein sehr breites Wirkungsspektrum. Zu
den spaltbaren Substraten zahlen die C3- und C5Komplementfaktoren,
Immunglobuline, Elastin, Kollagen und Proteoglykane, aber auch eine Reihe von
Gerinnungsfaktoren (Fibrinogen) sowie deren Inhibitoren. Unter die letztere Gruppe
fallen das Antithrombin Il Plasminogen, der Heparin-Kofaktor Il der Clinhibitor und
der a2-Plasmin-Inhibitor.. Lysosomale Enzyme werden in Zusammenhang mit der
Entstehung einer Pneumonie oder eines "adult respiratory distress syndrome" (ARDS
) gebracht. Dies ist wiederum ein Erscheinungsbild des nach EKZ beobachteten

Post-Perfusions-Syndroms.

Bei dem angewendeten heterogenen Enzymimmunoassay PMN-Elastase, Produkt #
1.12589 der Fa. Merck handelt es sich um einen Test zur spezifischen Bestimmung
der PMN-Elastase aus polymorph-nukledren Leukozyten im Komplex mit PMN
Elastase-a, Proteinaseinhibitor (Pl). Der Test basiert auf dem Sandwich-ELISA-
Prinzip, bei dem im ersten Inkubationsschritt der in der Probe enthaltene PNM-
Elastase-al/Pl-Komplex ~ mit seinem PMN-Anteil durch an die Wande der
Vertiefungen in der Mikrotiterplatte gekoppelten Antikérper gebunden wird. Im
zweiten Inkubationsschritt werden mit alkalischer Phosphatase (AP) markierte
Antikdrper zugesetzt, die mit dem «;-PI-Teil des Komplexes reagieren. Nach
Entfernen der Uberschiissigen AP-markierten Antikdrper durch einen Waschschritt

wird die enzymatische Aktivitat der {ber Immunkomplexe gebundenen AP
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photometrisch bestimmt. Die Menge des gebildeten Farbstoffs ist der Konzentration

der PMN-Elastase-o,-PI direkt proportional.

2.11.2.2 Methode

Zunachst erfolgt die Verdinnung von je 50 pL der Proben mit 2500pL
Verdiunnungsmedium.. Nach Einpipettieren von je 1000 pL Waschlésung und
Inkubation fir 5-20 min bei 20 bis 25°C werden die Réhrchen mittels Einmal-
Glaspiette vollstandig abgesaugt. Es folgt die Zugabe von je 500 pL der
Probenlésung und Inkubation fir 60 min bei 20 bis 25 °C mit anschlieBender
Absaugung des Rohrchen mit einer Pipette. Die gleichen Schritte werden mit je 500
pL des Verdunnungsmediums, den Kalibratoren 1-4 und dem Kontrollplasma
durchgefiihrt. Nach dreimaliger Reinigung der Ansatze mit 1000 uL Waschlésung
und vollstéandiger Absaugung der Reinigungslésung werden 500 pL Antikdrper-
Enzym-L&sung zugesetzt und die Ansatze fir 30 min bei 20 bis 25°C inkubiert. Die
Roéhrchen werden wiederum vollstdndig abgesaugt. Es werden zwei
Reinigungsschritte mit Zugabe von je 2000 pL Waschldsung und anschlieBendem
Absaugen angeschlossen. Nach Zugabe von je 500 pL Substratlésung und
Inkubation / Reaktionszeit fur 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln wird die
Enzymreaktion durch 100 pL Stopplosung je Réhrchen und mischen mittels
Transferpipette unterbrochen.

Die Messung der Ansatze erfolgt innerhalb einer Stunde photometrisch als
Extinktionswert gegen ein Leerwertgemisch aus 500 pL Substratldsung und 100 pL
Stopplésung.

2.11.2.3 Testauswertung

Fir die Auswertung des Tests erfolgt zunachst die Berechnung des Mittelwerts der
Extinktionen aus den Doppelbestimmungen. Die Extinktion des
Reagenzienkontrollwertes soll unter 30°%> der Extinktion von Kalibratoransatz 4
betragen. Bei hdheren Werten liegen Messfehler oder eine Schéadigung des
Antikérper-Enzym-Konjugats vor. Auf dem im Test-Kit enthaltenen Auswertebogen
werden die Extinktionen der Kalibratoren 1-4 gegen die auf den Etiketten
angegebenen Konzentrationen an PMN-Elastase aufgetragen. Durch die sich

ergebenden Punkte wird die Kalibrationskurve gelegt, welche fir einen Tag
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verwendet werden kann. Die Konzentrationen der Kontrolle und der Proben werden
aus der Kalibrationskurve abgelesen und mit dem Verdunnungsfaktor 51 multipliziert,
das Ergebnis liegt in der Einheit pg/L vor.

2.11.3B-TG (Enzymimmunologischer in-vitro Test zur quantitativen
Bestimmung von B-Thromboglobulin)

2.11.3.1 Beschreibung des Tests

.B-TG" wird in alpha-Granula der Plattchen gespeichert und nach Aktivierung in
groBer Menge abgegeben. Es wird alternativ als Pro-platetet basic protein (PPBC)
bezeichnet. Platelet-basic-protein wird als 15kD schweres Precursorprotein und nach
proteolytischer Abspaltung entweder in LA-PF4 (Low affinity platelet factor 4) oder
CTAP-3 (Connective tissue activating protein 3) tberfiihrt. Weitere Abspaltungen von
CTAP-3 fuhren zur Bildung von B-TG. Die Abspaltung von drei Aminoséuren aus f-
TG fuhrt weiterhin zu NAP-2 (Neutrophil-activating protein 2). B-TG wird der Familie
der chemotaktischen Zytokinen zugerechnet. Es wirkt stark chemotaktisch auf
Fibroblasten und schwécher auf Neutrophile, stimuliert die Mitogenese, die
Produktion von extrazellularer Matrix, den Glucosemetabolismus und die

Plasminogenaktivator-Synthese in Fibroblasten.

Der Asserachrome® B-TG der Fa. Boehringer,Mannheim,Deutschland Produkt #
1875370, ist ein enzymimmunologischer in-vivo-Test zur quantitativen Bestimmung
von B-Thromboglobulin und beruht auf dem Sandwich-Assay-Prinzip. Wéhrend der
ersten Immunreaktion binden die auf den Mikotitrationsstreifen fixierten spezifischen
Antikdrper gegen B-Thromboglobulin das B-TG der Probe, wobei B-TG mehrere
antigene Determinanten besitzt. Folglich werden in der zweiten Immunreaktion mit
POD-markierten B-TG-Antikdrpern Sandwich-Komplexe gebildet, wobei die Menge
der Sandwich-Komplexe ein Mal3y fir den B-Thromboglobulingehalt der Probe
darstellt. Im nachfolgenden Waschschritt (bound-free-separation) wird das nicht
gebundene POD-Konjugat entfernt und nach Zusatz von Harnstoffperoxid sowie
Chromogen (o-Phenylendiamin) die gebundene POD-Aktivitat photometrisch

bestimmt.

2.11.3.2 Methode
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Vor Beginn des Enzymimmunoassays wird eine im Kit enthaltene Puffer-Lésung (L4,

Verdinnung des Konzentrats auf 1:10 durch Aqua dest.) ), sowie eine Waschldsung

(Verdinnung des Konzentrats auf 1:20 durch Aqua dest.) hergestellt.

Aus den Chandler-Loops Leerwert (t=0), Heparin t=60 und t=120, sowie PVC t=60
und t=120 wird jeweils CTAD-Blut entnommen und das Entnahmeréhrchen 15min auf
Eis gestellt, um innerhalb einer Stunde 30min in der Kuhlzentrifuge (2-8°C) bei
2000G zentrifugiert zu werden. Nach Zentrifugation wird mit einer Einmalglaspipette
aus dem mittleren Drittel des Plasmaliiberstands eine Probe enthommen, wobei die
Abnahme nahe der Oberflache ebenso zu vermeiden ist wie die Abnahme nahe der
Zellschicht. Die Probe wird durch Zugabe von 9 Teilen Puffer-Losung (L4) zu einem
Teil CTAD-Plasma verdinnt. Bei erhdhten B-TG-Konzentrationen erfolgt eine
weiterer Verdiinnungansatz durch Zugabe von 19 Teilen Puffer-Ldsung auf ein Teil
Plasma. Von jedem bereits verdinnten Probenansatz werden 200uL in die
Vertiefungen der Mikrotitrationsstreifen gegeben und die Streifen 60min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgt die Absaugung der Vertiefungen und jeweils
Zugabe von 250uL Waschlosung, Durchmischung und darauf folgende Absaugung.
Der Reinigungsschritt wird insgesamt finfmal wiederholt. Eine weitere Inkubation
erfolgt nach Zugabe von jeweils 200uL Antikdrper POD-Konjugat fir 60min bei
Raumtemperatur. Die bereits nach der ersten Inkubation durchgefiihrten 5
Reinigungsschritte werden wiederholt und nach dem letzten Aussaugen sofort im
Zeittakt je 200uL Substrat zugegeben. Der Inkubationsschritt des Substrats wird im
Zeittakt auf exakt 3min begrenzt und die Reaktion durch 50pL 3molarer
Schwefelsaure unterbrochen. Die Ansatze werden 10min in Ruhe belassen und

innerhalb von 2 Stunden photometrisch gegen die Puffer-Losung (L4) gemessen.

2.11.3.3 Testauswertung

Fir jede Mess-Serie ist eine Bezugskurve notwendig. Hierfur wird aus Losung 6 (B-
TG-Standard) eine geometrische Verdinnungsreihe hergestellt. Die gemessene
Extinktion wird auf doppelt-logarithmischem Papier gegen IU/ml B-TG aufgetragen.
Die alternative Verwendung von linearem Netzpapier gestattet eine bessere
Ablesegenauigkeit fir hohere Werte bei gleichzeitigem Verzicht auf eine lineare

Kalibrationskurve. Fur die Probenverdiinnung 1:10 mussen die Werte direkt an der
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Bezugskurve abgelesen werden, bei anderen Verdinnungen sind sie mit dem

entsprechenden Verdunnungsfaktor zu multiplizieren.

2.11.4 Enzymgnost F 1+2 micro (Enzymimmunoassay zur Bestimmung von

Human-Prothrombinfragment 1+2)

2.11.4.1 Beschreibung des Tests

Die Umwandlung von Prothrombin zum aktiven Thrombin unter Bildung von
Fragmenten stellt ein zentrales Ereignis im Ablauf der Gerinnungskaskade dar. Mit
der immunchemischen Bestimmung von Prothrombinfragment F1+2 wird eine exakte
Quantifizierung der des tatsachlich gebildeten Thrombins mdéglich, wobei die
Bedeutung des Prothrombinfragments F1+2 in der Diagnose hyperkoagulatorischer,
bzw. thromboembolischer Ereignisse liegt. Erhéhte Werte werden bei Patienten mit
Thrombosen, Lungenembolie, disseminierter interavasaler Gerinnung (DIC) etc.
nachgewiesen. Eine Erhdhung des der F2+1-Konzentration wird bei Patienten mit
hereditarem Protein C- bzw. Protein S-Mangel beschrieben, eine Herabsetzung der
Konzentration bei Vorliegen einer oralen Antikoagulation.

Der Enzymgnost F1+2 micro-lImmunoassay der Fa. Behring, Marburg, Deutschland,
Nr. 0650 ist ein EISA nach Sandwichprinzip zur in-vitro-Bestimmung von humanem
Prothrombinfragment F1+2 aus Plasma. Wahrend der ersten Inkubation bindet sich
das in der Probe vorhandene F1+2-Antigen an die Antikdrper gegen F1+2, die an der
Oberflache der Mikrotiterplatte fixiert sind. Nach Auswaschen werden in einer
zweiten Reaktion Peroxidase-konjugierte Antikdrper gegen Human-Prothrombin an
die freien F1+2-Determinanten gebunden . Nach Substratzugabe wird die
Enzymaktivitdt gemessen. Die der Konzentration proportionale Farbintensitat wird
photometrisch bestimmt. Standards decken den Konzentrationsbereich von 0,04-
10nmol/l ab. Der Referenzbereich liegt bei 0,4-1,1nmol/l in Citratplasma gesunder

Probanden.

2.11.4.2 Methode

Nach Festlegung der bendtigten Riegel (Mikrotiterstreifen) werden 50ul Probenpuffer

F1+2 in jede Vertiefung vorgelegt und weiterhin je 50ul Standart, Kontrolle oder
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Probe vorgelegt. Nach dem Fillen der Testplatte wird diese kurz geschuttelt, um
vollstandiges Durchmischen zu gewahrleisten.

Inkubation bei 37°C fur 30min und Absaugen aller Vertiefungen. Durch Zugabe von
je 0,3ml verdinnter Waschlésung und Absaugen wird die Wasche zweimal
wiederholt. Die Platte wird auf Zellstoff ausgeklopft und 100ul Konjugat in jede
Vertiefung gegeben. Nach 15min Inkubation bei 37°C wird nochmals dreimal
gewaschen (s.0.) und die Testplatte ausgeklopft. Nach Zugabe von 100ul frisch
angesetzter Cromogen-Puffer/Substrat-Lésung erfolgt eine weiter 15-min.-Inkubation.
Es werden 100uL Stopp-Lésung in jede Vertiefung einpipettiert und der Ansatz

innerhalb einer Stunde bei 492nm gegen dest. Wasser photometrisch gemessen.

2.11.4.3 Auswertung

Nach Berechnung der Extinktionsmittelwerte der Standards wird die Bezugskurve
erstellt (Abszisse : Konzentration 0,0,4-10nmol/l, Ordinate : Extinktion 0-2) . Die
Werte der Proben und Kontrollen kénnen durch den Eintrag der optischen Dichten

aus dieser Kalibierungskurve entnommen werden.

2.11.5 SC5b-9

2.11.5.1 Beschreibung des Tests

Der terminale Komplement Komplex (TCC) entsteht nach Komplementaktivierung
aus Komplementfaktor C5 {ber Komplementfaktor C9. Der Membrane Attack
Complex (MAC), der eine Form des TCC darstellt, ist ein stabiler Komplex, der als
Mediator fir die irreversible Zellmembranschadigung zu Abwehrzwecken fungiert.
Komplexe, die in Abwesenheit einer Zielmembran gebildet werden, binden an ein
natirlich gebildetes Regulatorprotein (Protein S). Dieses Protein S verbindet sich mit
entstehenden C5b-9-Komplexen wahrend der C5b-7-Stufe der Komplementkaskade.
Somit ist der SC5b-9-Komplex eine wasserldslich, nicht lytisch-ative Form des TCC.
Der SC5b-9-Komplex ELISA-Kit der Fa. LD-Diagnostica , Heiden, Deutschland, Nr.
A009 misst die SC5b-9-Konzentration in humanem Serum oder Plasma. Hiermit kann
eine Aussage Uber den Zustand der Komplementaktivierung im terminalen Teil der

Aktivierung gemacht werden. Es wird im Rahmen der ELISA-Sandwichtechnik ein
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monoklonaler Antikdrper gegen den Komplex verwendet und im zweiten Schritt der
Reaktion ein Peroxidase beladenes Konjugat mit Antikdrpereigenschaften gegen den
Komplex zugegeben. Nach Substratzugabe kommt es zur enzymatischen Spaltung

unter Auftreten eines Farbwechsels, der photometrisch bestimmt werden kann.

2.11.5.2 Methode

Fur den Test wird Plasma, bzw. Serum hergestellt, welches innerhalb von 4 Stunden,
auf Eis gelagert, dem Test zugefiihrt werden muss. Plasmaproben werden 1:4 mit
Verdinnungspuffer (Kit) verdiinnt. Sowohl die hoch, als auch die schwach positive
Kontrolle (Kit) wird im Verhdltnis 1:25 mit Verdinnungspuffer verdiinnt. Das Substrat
fir den zweiten Reaktionsschritt wird erst unmittelbar vor dem Einsatz angesetzt
(Kit).

Je 300ul Waschpuffer-Gebrauchslésung werden in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte gegeben und 2min stehen gelassen. Die Platte wird ausgeleert und
mit Fliesspapier trocken geklopft. 100ul der Standards, der vorverdinnten Kontrollen
und der vorverdlinnten Proben werden in je eine Vertiefung der Platte pipettiert. Fir
den Leerwert werden 100ul Probenverdinnungspuffer einpipettiert. Abdecken der
Platte und Inkubation bei Raumtemperatur fir 60min. AnschlieBend wird die Platte
gewaschen durch je finfmal 300ul Waschpuffergebrauchslésung einpipettieren, 1
Minute Ruhezeit und Ausklopfen auf FlieBpapier. Es werden 50ul Konjugat in jede
Vertiefung gegeben und die Platte abgedeckt bei Raumtemperatur 60min inkubiert.
Die Substratlosung wird vorbereitet. Die Platte wird dann wiederum fiinfmal
ausgewaschen (s.0.) und 100ul Substrat in jede Vertiefung pipettiert. Es folgt eine
weitere Inkubation fiir 30min bis 50ul Stopplésung einpipettiert werden. Die Platte
wird zur gleichmafligen Farbmischung vorsichtig geschittelt und bei 405nm innerhalb

von 60min gegen den Leerwert gemessen.

2.11.5.3 Auswertung

Zur Auswertung wird eine Eichkurve erstellt, bei der die Konzentrationen der
Standards auf der X-Achse und die korrespondierenden optischen Dichten auf der Y-
Achse aufgetragen werden. Die Werte der Proben und Kontrollen kdnnen durch den
Eintrag der optischen Dichten aus dieser Kalibierungskurve entnommen werden.

Die Ergebnisse werden in ng SC5b-9/ml angegeben.
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2.12.0 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen Excel Xp mit Add-In
WiInSTAT 2.0 und mit SPSS in den Versionen 10.0.7 und 11.0.0. Fir die einzelnen
Messungen wurden jeweils ein deskriptiver Block, ein Block mit den in Frage
kommenden nicht-abhéngigen Students-T-Tests, sowie eine ANOVA mit Bonferroni-
Korrektur durchgefuhrt. Die Anwendung der ANOVA als Varianzanalyse setzt die
Normalverteilung voraus, welche mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test, erganzt durch
den Chi-Quadrat-Test fiir diskrete Variablen, getestet wurde. Fur die inhaltliche und

methodische Schliissigkeit der statistischen Auswertungen wurde von der Universitat

Tubingen beraten (Inst. fir Biometrie und med. Informatik, Dr. Axmann).

2.13.0 Auflistung aller Labormaterialien

Blutentnahme

Rotationsmodell

Analysegeréte

Schlauche

Antikorper

Lyse-Reagenzien

19G Butterfly

Monovette neutral 9ml

Monovette EDTA 9ml

Monovette EDTA 5ml

Monovette neutral 9ml 1UI/Heparin/ml
Monovette neutral 9ml 10Ul/Heparin/ml
PVC-Behalter

Liquemin, hochmolekular N25000
ChandlerLoop

Zell-Counter

DurchfluRzytometer EPICS-XL/MCL
Photometer PM4

ELISA-Testgeréat

PVC-Schlauch 501mm, Durchmesser
Carmeda-beschichteter Schlauch
CD11B-QuantumRed R-3638

CD11C-PE IO-Test 1760

CD18-FITC (Anti-LFA-1-beta) 347953
CD41-FITC IO-Test 1756

CD62L-FITC (Anti-Leu-8) 347953

CD62P C-5713

Interleukin 1beta-FITC B-A-15 IL1-betaF|
Interleukin 2-FITC 855.021.010

Interleukin TNF-alpha-FITC 855.161.010
HeatShockProtein 70 MA3-006

CellProbe Kallikrein-FITC 7547083
CellProbe DCFH-PMA,Oxidativer Burst-FITC
74547078

CellProbe Peroxidase-FITC 7547077
CellProbe AAPV-Elastase-FITC 7547071
CellProbe RGES-Elastase-FITC 7547104
Fibrin 0541

Fibrinogen monoklonal F-9902

Fibrinogen polyklonal F-2506
Goat-Anti-Mouse R-PE-Conjugate 0551
Rabbit-anti-Goat-Sekundar-AK
Anti-Mouse-F(ab")2-PE-Sekundéarantikorper # 0551
LeukoGATE CD45FITC/14PE 340040
IntraPrep Permeabilizing Reagent IM 2388

Opti-Lyse B IM 1400
Opti-Lyse C IM 1401
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Abbott, Sligo, Rep.of Ireland

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

eigene Herstellung aus Monovette und Liquemin
eigene Herstellung aus Monovette und Liquemin

Hoffmann-LaRoche AG,Grenzach, Deutschland
Universitat Tbingen, HP.Wendel, Heller

Coulter, Krefeld, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Dynamed, Guernsay Islands, England
Jostra Medizintechnik, Hirrlingen , Deutschland
Medtronic

Sigma, St.Louis, USA

Coulter, Krefeld, Deutschland
Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Coulter, Krefeld, Deutschland
Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Sigma, St.Louis, USA

Dynaclone, Besancon, Frankreich

Biotest, Dreieich, Deutschland

Dynaclone, Besancon, Frankreich

Fa. Affinity Bioreagents,Inc.Golden,CO,USA
Coulter, Krefeld, Deutschland

Coulter, Krefeld, Deutschland

Deutschland
Deutschland

Coulter, Krefeld,
Coulter, Krefeld,
Coulter, Krefeld, Deutschland

Coulter, Krefeld, Deutschland

Sigma, St.Louis, USA

Sigma, St.Louis, USA

Sigma, St.Louis, USA

Sigma, St.Louis, USA

Coulter, Krefeld, Deutschland
Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Coulter, Krefeld, Deutschland

Coulter, Krefeld, Deutschland
Coulter, Krefeld, Deutschland



FACS Lysing Solution 92-0002 Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Ortho-Mune™-Lysing Solution Ortho-Pharma, SLC, USA

Hilfsmittel Sheath-Fluid (Tragerflussigkeit) Coulter, Krefeld, Deutschland

DurchfluBzytometr

ie
FlowSet Fluorospheres PN6607007 Coulter, Krefeld, Deutschland
FlowCheck Fluorospheres 6605359 Coulter, Krefeld, Deutschland

Kits fir hum. PNM-Elastase 12589-ELISA Merck, Deutschland

Marker
Enzymgnost TAT-micro Behringwerke AG, Marburg, Deutschland
Asserachrome beta-Thromboglobulin 1875370 Behringwerke AG, Mannheim, Deutschland
Prothrombinfragment F1+2 Enzyme Immunoassay Behringwerke AG, Marburg, Deutschland
SC5b-9 Enzyme Immunoassay A009 Quidel, San Diego, USA / LD Diagnostika

Heiden,Deutschland

Isotypkontrollen  Mouse IgG1-PE Nr. 0670 Coulter, Krefeld, Deutschland
Mouse-IgG1-FITC, Nr. 0639 Coulter, Krefeld, Deutschland
Goat-IlgG1-PE Nr. 9787 Sigma, St.Louis, USA
Rabbit IgG-PE 9798 Sigma, St.Louis, USA
Mouse 1gG1-FITC/Mouse IgG2a-PE-DualTag F-0528 Sigma, St.Louis, USA

Reagenzien ADP A66646 (Adenosin-di-Phosphat) Sigma, St.Louis, USA
PMA P-8139 (Phorbol-12-mystriate-13-Azetat) Sigma, St.Louis, USA
FLMP F-3506 (N-formyl-I-methionin-I-leucyl-I- Sigma, St.Louis, USA
Phenylalanin)
Kochsalzlésung phys.0,9% Delta Pharma, Pfullingen, Deutschland
PBS Delta Pharma, Pfullingen, Deutschland
HBSS (Hanks balanced saline solution) Delta Pharma, Pfullingen, Deutschland
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3.0.0 Ergebnisse

3.1.0 Vergleich verschiedener Lyseverfahren

Die mdoglichst vollstandige Lyse der Erythrozyten stellt fir die durchfluRzytometrische
Messung der behandelten Ansatze einen integralen Teilschritt dar. Es ist zwar
grundsatzlich moglich Messungen im Vollblut durchzufuhren, doch die GroRRe der
Erythrozyten und ihre Steuungseingeschaften fiir das Laserlicht lassen die Detektion

von kleinen Partikeln, die hier Ziel der Untersuchungen sind, normalerweise kaum zu.

3.1.1 Ergebnisse Becton-Dickinson FACS Lysing Solution
3.1.1.1 FACS-Lyselésung bei Raumtemperatur

Abb. 3.1 : 87% Zellen in Gates erfasst, FS 240 GAIN 5,0, SS 360 GAIN 7,5

3.1.1.2 FACS-Lysel6sung komplett auf Eis (1) (R6hrchen 10min leer auf Eis,
Inkubation auf Eis, Zentrifuge auf 4°C gekihlt) —

Abb. 3.2 : Gating erschwert bis unmdglich, Populationskontrolle mit CD45/14
empfohlen.

3.1.1.3 FACS-Lyselésung komplett auf Eis (2) (R6hrchen 10min leer auf Eis,
Inkubation auf Eis, Zentrifuge auf 4°C gekihlt)




Abb. 3.3 : 84,8% Zellen in Gates, Populationszuordnung fraglich

3.1.2 Ergebnisse Coulter OptiLyse B
3.1.2.1 OptiLyse B bei Raumtemperatur

70029126 70029125 70029131 70029112
77,1% 79,1% 90,7% 90%
Abb. 3.4 : Messergebnisse OptiLyse B

3.1.2.2 OptiLyse B bei Raumtemperatur + 1 Wasche

70029129 70029130 70029121
87,4% 82,9% 90,3%
Abb. 3.5 : Messergebnisse Optilyse B

3.1.2.3 OptiLyse B auf Eis

20029127 70029114
& Gating moglich & Gating mdglich
Abb. 3.6 : Messergebnisse Optilyse B

3.1.2.4 OptiLyse B auf Eis + Wasche
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70029135
Abb : 3.7 : 81,5% Zellen in Gates erfassbar, Populationskontrolle mit CD45/14
empfohlen.

3.1.2.5 Ergebnisse OrthoMune Lysing Solution

72, 6% 70, 9% 71, 9%
der Zellen erfassbar, bei insgesamt hohem Debrisanteil
Abb. 3.8 : Messergebisse OrthoMune Lyse

3.1.2.6 Bewertung der Lyseverfahren

Die gesteten Lyseverfahren wurden auf ihre Reproduzierbarkeit mit gleichbleibend
stabilen und vergleichbaren Ergbenissen hin gestestet. Weiterhin st ihre
Fehlertoleranz und Storanféalligkeit ein Kriterium fur die Auswahl eines Reagenzes
und seines Einsatzes in der Analyseserie.

Die beste Erfahrungen wurden mit der FACS Lysing Solution der Fa. Becton-

Dickinson, Heidelberg, Deutschlang, gemacht, die in der Serie zur Anwendung kam.

3.2.0 Durchflusszytometrische Bestimmungen
3.2.1 Oberflachenantigene CD11B, CD11C, CD18, CD62L
3.2.1.1 Optische Demonstration der Messergebnisse

Granulozyten Granulozyten

-
£

44

Count

QuantunRed QuantunRed



Abb. 3.9.: links : Autofluoreszenz im Granulozyten-Gate, rechts : Fluoreszenzaktivitat
im Granulozyten-Gate nach Markierung mit der Isotyp-Kontrolle (Negative Staining)

Granulozyten

26

1 U1)
DuantunRed

Abb. 3.10 : Fluoreszenz-Aktivitdt der CD 11B-markierten Zellen im Granulozyten-
Gate

Granulozyten Granutozyten

28
2

Count
Count

-1 1606
* QuantunRed 1o8h Quan tusked

Abb. 3.11 : links : Fluoreszenzaktivitit der CD 11B-markierten Zellen im
Granulozyten-Gate nach 60min im heparin-beschichteten Schlauch, rechts
Fluoreszenzaktivitdit der CD 11B-markierten Zellen im Granulozyten-Gate nach
120min im heparin-beschichteten Schlauch

Granulozyten Granulozyten

=
=

k. t
£ s
3 S

=) A MJ ®
1888

1

61

1 1488
QuantunRed QuantunRed

Abb. 3.12 links : Fluoreszenzaktivitat der CD 11B-markierten Zellen im Granulozyten-
Gate nach 60min im PVC-Schlauch, rechts : Fluoreszenzaktivitat der CD 11B-
markierten Zellen im Granulozyten-Gate nach 120min im PVC-Schlauch
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Abb. 3.13 Ideale Messung des PE-markierten CD11B-Antikdrpers (A) mit
Abgrenzung der Fluoreszenzaktivitat der Isotypkontrolle (B)

3.21.2 CD11B
Lymphozyten
CD11B
CD11B PE
CD 11B IgG1 PE CD 11B PE CD 11B PE Heparin CD 11B PE
Auto PE NS Leerwert | Heparin 60min PVC 60min 120min PVC 120min
glltige Féalle 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
Mittelwert 0,122 0,164 1,629 2,208 1,664 1,685 1,720
Std.Fehler des
MW 0,009 0,025 0,400 0,819 0,440 0,428 0,455
Varianz 0,001 0,006 1,597 6,701 1,937 1,835 2,071
Std.Abweichung | 0,028 0,078 1,264 2,589 1,392 1,355 1,439
Median 0,109 0,131 2,290 2,010 1,990 2,185 2,140
geom. Mittelwert | 0,120 0,153 0,885 0,987 0,926 0,924 0,997

Die Wertereihen enthalten einen Ausreier (CD11B IgG1-PE Negative Staining, Wert
=0,375). Alle Werte aul3er der Autofluoreszenz sind normalverteilt.

T-Test fur unverbundene Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 60
min  p=0,532, Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,925,
Leerwert gegen PVC 60min p=0,953, Leerwert gegen PVC 120min p=0,88,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,566, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,995

Es bestehen keine signifikanten Unterschiede.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05

(links unten):

11B Hep. | 11B PVC | 11B Hep. | 11B PVC
(Mittelwert) Auto 11B NS | 11B Leerw. 60min 60min 120min 120min
-4,19E-
Auto 0,122 02 -1,5067 -1,67680 | -1,54210 | -1,56250 | -1,59760
Nein
11B NS 0,164 (p=1,0) -1,46480 -1,6349 -1,500 -1,520 -1,5557
Nein -3,540E-
11B Leerw. 1,629 (p=0,139) 0,172 -0,17010 02 5,58e-02 | -9,09e-02
Nein
11B Hep. 60min 1,664 (p=0,056) | 0,071 | Nein (p=1,0) -0,13470 | -0,11430 | 7,9e-02
Nein Nein
11B PVC 60min 2,208 (p=0,115) | 0,143 | Nein (p=1,0) | (p=1,0) -2,04e-02 | -5,5e-02
Nein Nein Nein
11B Hep. 120min 1,685 (p=0,104) | 0,129 | Nein (p=1,0) | (p=1,0) | (p=1,0) -3,51e-02
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Nein Nein Nein Nein
11B PVC 120min 1,720 (p=0,086) | 0,108 | Nein (p=1,0) | (p=1.0) | (p=1.0) | (p=1,0)

Mittelwert MeanFluorescence
PN
oo
o o
o
o
o
o
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Grafik 3.1 : MW und SF der CD11B —Messung in der Lymphozytenpopulation.
Indifferente Schwankungen der Messwerte aus den Loops. Anstieg der Loop-Werte
gegen Autofl./ NS.

Monozyten
CD11B
CD11B CD 11B PE PE
CD 11B IgG1 PE Heparin CD 11B PE | Heparin CD 11B PE
Autofluoreszenz PE NS Leerwert 60min PVC 60min 120min | PVC 120min
gultige Falle 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
Mittelwert 0,181 10,070 57,264 52,919 55,790 44,690 46,880
Std.Fehler des
MW 0,008 3,500 11,562 8,435 5,872 7,487 3,737
Varianz 0,001 122,508 1336,842 711,473 344,819 560,585 139,628
Std.Abweichung 0,024 11,068 36,563 26,673 18,569 23,677 11,816
Median 0,169 4,158 67,050 51,650 48,450 31,800 43,050
geom. Mittelwert 0,180 3,003 27,429 35,789 53,235 39,888 45,720

Es finden sich keine Ausreil3er. Alle Werte sind normalverteilt.

T-Test fur unverbundene Stichproben:

Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 60 min  p=0,76, Leerwert gegen
heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,37, Leerwert gegen PVC 60min p=0,91,
Leerwert gegen PVC 120min p=0,40, heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC
60min p=0,783, heparinbeschichtetes PVC 120min gegen PVC 120min p=0,79,

Es bestehen keine signifikanten Unterschiede.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

11B Hep. | 11B PVC | 11B Hep. | 11B PVC
(Mittelwert) Auto 11B NS | 11B Leerw. 60min 60min 120min 120min
Auto 0,1811 -9,8888 -57,08* -52,737* | -55,608* | -44,508* | -46,69*
Nein
11B NS 10,0699 (p=1,0) -47,193* -42,849* | -45,720* | -34,620* | -36,810*
11B Leerw. 57,2637 0,000 4,344 1,47370 12,573 10,3837
Ja
11B Hep. 60min 52,919 (p<0,001) | 0,01 | Nein (p=1,0) -2,871 8,229 6,039
Ja Nein
11B PVC 60min 55,79 (p<0,001) | 0,000 | Nein(p=1,0) | (p=1,0) 11,100 8,910
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Ja Nein Nein

11B Hep. 120min 44,69 (p<0,001) | 0,013 | Nein (p=1,0) | (p=1,0) | (p=1,0) -2,190
Ja Nein Nein Nein

11B PVC 120min 46,88 (p<0,001) 0,06 Nein (p=1,0) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0)
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Grafik 3.2 : MW und SF der CD11B —Messung in der Monozytenpopulation. Nach
Anstieg der MFI tber die Autofl. /NS keine Anderungen bei den 60min-Werten
gegeniber dem Leerwert, leichter Abfall der 120min-Werte geg. Leerwert
(heparinbeschichtetes PVC > PVC)

Granulozyten

CD 11B
CD 11B PE

CD 11B IgG1 PE CD 11B PE CD 11B PE Heparin CD 11B PE

Auto PE NS Leerwert | Heparin 60min PVC 60min 120min PVC 120min
gliltige Félle 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
Mittelwert 0,197 0,634 37,880 25,687 45,260 15,682 39,880

Std.Fehler des
MW 0,011 0,055 6,602 5,853 4,270 2,727 3,563

Varianz 0,001 0,030 435,915 342,568 182,303 74,369 126,953
Std.Abweichung | 0,036 0,173 20,879 18,509 13,502 8,624 11,267
Median 0,206 0,679 25,150 17,750 41,750 11,950 44,400
geom. Mittelwert | 0,193 0,593 33,526 20,623 43,280 14,002 37,847

AuBer CD11B IgG1 PE NS (1 Wert 1,161) finden sich keine Ausreil3er. Alle Werte
weisen Normalverteilung auf.

T-Test fur unverbundene Stichproben:

Leerwert gegen Heparin 60 min p=0,183, Leerwert gegen heparinbeschichtetes
PVC 120min p=0,0060, Leerwert gegen PVC 60min p=0,360, Leerwert gegen PVC
120min p=0,793, heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,014,
heparinbeschichtetes PVC 120min gegen PVC 120min p<0,00103. Signifikanter
Unterschied zw. heparinbeschichtetes PVC 60min und PVC 60min
Hochsignifikantere Unterschiede zw. heparinbeschichtetes PVC 120min und
PVC 120min und zw. Leerwert und heparinbeschichtetem PVC 120min.
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Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

11B Hep. 11B PVC | 11B Hep. | 11B PVC

(Mittelwert) Auto 11B NS |11B Leerw. 60min 60min 120min 120min
Auto 0,1967 -0,437 -37,683* -25,49* -45,0633* | -15,4853 | -39,6833*
11B NS 0,6341 1,0 -37,246* -25,0529* -44,626* -15,048 -39,246*

Ja Ja

11B Leerw. 37,88 (p<0,001) | (p=0,00) 12,193 -7,380 22,198* -2,000
11B Hep. Ja Ja Nein
60min 25,687 (p=0,001) | (p=0,00) | (p=0,804) -19,573* 10,00 -14,193
11B PVC Ja Ja Nein Ja
60min 45,26 (p<0,001) | (p=0,00) (p=1,0) (p=0,025) 29,578* 5,380
11B Hep. Nein Nein Ja Nein Ja
120min 15,682 (p=0,193) | (p=0,24) | (p=0,006) (p=1,0) (p<0,001) -24,198*
11B PVC Ja Ja Nein Nein Nein Ja
120min 39,88 (p<0,001) (p<0,01) (p=1,0) (p=3,47) (p=1,0) (p<0,01)
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Grafik 3.3 : MW und SF der CD11B —Messung in der Granulozytenpopulation. Abfall
der MFI zwischen Leerwert und heparinbeschichtetem PVC 60min / 120min. Anstieg
der MFI zwischen Leerwert und PVC 60min / 120min.
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Grafik 3.4 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
CD11B —Messung in der Granulozytenpopulation. Abfall der MFI zwischen Leerwert
und heparinbeschichtetem PVC 60min / 120min. Anstieg der MFI zwischen Leerwert
und PVC 60min / 120min.

3.213 CDb1i1C

Lymphozyten
CDh1iC
CDh1iC CD 11C PE PE
CD 11C IgG1 PE Heparin CD 11C PE Heparin CD 11C PE
Auto PE NS Leerwert 60min PVC 60min 120min PVC 120min
glltige Falle 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
Mittelwert 0,122 0,130 3,368 4,357 12,704 4,079 12,119
Std.Fehler des MW | 0,009 0,003 1,146 1,153 8,143 1114 7,079
Varianz 0,001 0,000 13,127 13,288 663,046 12,407 501,106
Std.Abweichung 0,028 0,010 3,623 3,645 25,750 3,522 22,385
Variationskoeffizient | 0,229 0,079 1,076 0,837 2,027 0,864 1,847
Median 0,109 0,128 2,190 5,880 6,115 5,060 6,025
geom. Mittelwert 0,120 0,130 1,277 1,926 3,249 1,905 3,543

Ausreil3er im Datenbestand (CD11C-PE PVC 60min Wert 85,4; CD11C-PE PVC
120min Wert 74,8), alle Wertereihen auf3er Autofluoreszenz, CD11C-PE PVC
60min und CD11C-PE PVC 120min sind normalverteilt.

T-Test fur unverbundene Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 60
min p=0,55, Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,66, Leerwert
gegen PVC 60min p=0,27, Leerwert gegen PVC 120min p=0,23,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,32, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,27. Es finden sich keine signifikanten
Unterschiede.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen

Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

-127 -



11C 11C Hep. 11CPVC | 11C Hep. | 11C PVC
(Mittelwert) Auto 11C NS Leerw. 60min 60min 120min 120min
Auto 0,1223 - -8,100e-03 -3,2450 -4,235 -4,896* -3,9565 -5,2643*
11C NS 0,1304 Nein (p=1,0) -3,2374 -4,2270 -4,88790* | -3,94840 | -5,25620*
Nein Nein
11C Leerw. 3,3678 (p=0,476) | (p=0,483) -0,9860 -1,65050 | -0,71100 | -2,0188
11C Hep. Nein Nein Nein
60min 4,3574 (p=0,071) | (p=0,072) (p=1,0) -0,6609 02786 | -1,0292
11C PVC Nein Nein Nein Nein
60min 12,7043 (p=0,017) | (p==,017) (p=1,0) (p=1,0) -0,9395 | -0,3683
11C Hep. Nein Nein Nein Nein Nein
120min 4,0788 (p=0,125) | (p=0,127) (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) -1,3078
11C PVC Nein Nein Nein Nein Nein Nein
120min 12,1186 (p=0,007) | (p=0,007) (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0)
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Grafik 3.5 : MW und SF der CD11C —Messung in der Lymphozytenpopulation.
Ansteigende MFI zwischen Leerwert und PVC 60/120min, sehr schwacher Anstieg
der MFI fur heparinbeschichtetes PVC 60/120min geg. Leerwert.

Monozyten
CDh11C
CDh11C CD 11C PE PE
CD 11C IgG1 PE Heparin CD 11C PE Heparin CD 11CPE
Auto PE NS Leerwert 60min PVC 60min 120min PVC 120min
glltige Falle 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
Mittelwert 0,181 10,842 33,660 29,600 33,630 30,482 34,986
Std.Fehler des MW | 0,008 3,443 4,977 6,279 5,802 6,141 2,299
Varianz 0,001 118,546 247,689 394,278 336,642 377,092 52,851
Std.Abweichung 0,024 10,888 15,738 19,856 18,348 19,419 7,270
Variationskoeffizient | 0,133 1,004 0,468 0,671 0,546 0,637 0,208
Median 0,169 6,810 28,800 19,350 24,600 22,450 32,900
geom. Mittelwert 0,180 4,117 31,190 25,551 29,949 24,679 34,317
1 Ausreier im Datenbestand CD11C-PE Leerwert (Wert 74,1). Alle Werte sind

normalverteilt.
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T-Test fir unverbundene Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 60
min  p=0,61, Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,69, Leerwert
gegen PVC 60min p=0,99, Leerwert gegen PVC 120min p=0,811,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,64, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,50. Es bestehen keine signifikanten
Unterschiede.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

11c 11C Hep. 11CPVC | 11CHep. | 11CPVC
(Mittelwert) Auto 11C NS Leerw. 60min 60min 120min 120min
Auto 0,008 —- -10,6613 -33,478* -29,419* -33,449* -30,266* -34,805*
11C NS 3,443 Ja (p<0,001) -22,818* -18,7576 -22,7876* -19,604 | -24,1436*
Ja Ja
11C Leerw. 4,977 (p<0,001) (p=0,021) 4,060 3e-02 3,213 -1,3260
11C Hep. Ja (p<0,001) Nein Nein
60min 6,297 (p=0,128) | (p=1,0) -4,0300 | -0,8470 | -5,3860
11C PVC Ja (p<0,001) Ja Nein Nein
60min 5,802 (p=0,021) | (p=1,0) (p=1,0) 3,1830 -1,3560
11C Hep. Ja (p<0,001) Nein Nein Nein Nein
120min 6,141 (p=0,90) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) -4,539
11C PVC Ja (p<0,001) ja Nein Nein Nein Nein
120min 2,299 (p=0,011) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0)
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Grafik 3.6 : MW und SF der CD11C —Messung in der Monozytenpopulation. Wenig
Abfall der MFI in der heparinbeschichteten PVC -Loops, schwache Zunahme der MFI
in den PVC-Loops gegenliber dem Leerwert.
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Grafik 3.7 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
CD11C —Messung in der Monozytenpopulation. Wenig Abfall der MFI in den
heparinbeschichteten PVC -Loops, schwache Zunahme der MFI in den PVC-Loops
gegeniiber dem Leerwert.

Granulozyten
CDh11C
Ccb1ic CD 11C PE PE
CD11CIgG1 PE Heparin CD 11CPE Heparin CD 11C PE
Auto PE NS Leerwert 60min PVC 60min 120min PVC 120min
guiltige Falle 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
Mittelwert 0,197 0,663 19,426 13,589 22,310 9,904 19,370
Std.Fehler des MW | 0,011 0,016 5,685 4,711 5,611 2,128 3,268
Varianz 0,001 0,003 323,139 221,965 314,841 45,303 106,818
Std.Abweichung 0,036 0,051 17,976 14,898 17,744 6,731 10,335
Variationskoeffizient | 0,181 0,077 0,925 1,096 0,795 0,680 0,534
Median 0,206 0,653 11,800 6,405 14,600 6,090 16,750
geom. Mittelwert | 0,193 0,661 14,996 8,835 18,024 8,056 17,889

AusreifRer im Datenbestand : CD11B-PE Leerwert (Wert 67,3) und CD11C-PE PVC
120min (Wert 48,1). Alle Werte sind normalverteilt.

T-Test fur unverbundene Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 60
min  p=0,439, Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,134,
Leerwert gegen PVC 60min p=0,722, Leerwert gegen PVC 120min p=0,993,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,249, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,0259. Es besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen heparinbeschichtetem PVC 120min und PVC 120min.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

11C Hep. 11CPVC | 11CHep. | 11CPVC

(Mittelwert) Auto 11C NS 11C Leerw. 60min 60min 120min 120min

Auto 0,197 -0,464 -19,229* -13,392* -22,1133* -9,707 -19,17*
11C NS 0,663 nein (p=1,0) -18,7619* -12,925* -21,646* -9,2399 -18,7059*
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11C Leerw. 19,426 ja (p=0,014) o 5,837 -2,884 9,522 5,6e-02
11C Hep. Nein Nein Nein
60min 13,589 (p=0,324) (p=1,0) | (p=1,0) -8,7210 3,685 -5,7810
11CPVC Ja Nein Nein
60min 22,310 Ja (p=0,002) | (p=0,003) | (p=1,0) (p=1,0) 12,406 2,940
11C Hep. Nein Nein Nein Nein
120min 9,904 Nein (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) (p=0,511) (p=0,511) -9,466
11CPVC Nein Nein Nein Nein Nein
120min 19,370 Ja (p=0,015) | (p=0,019) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) o
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Grafik 3.8 : MW und SF der CD11C —Messung in der Granulozytenpopulation. Abfall
der MFI in den heparinbeschichteten PVC -Loops, Zunahme der MFI in den PVC-
Loops gegeniiber dem Leerwert.
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Auto CD11ClgGl CD11CPE CD 11C PE CD 11C PE CD 11C PE CD 11C PE

PE NS Leerwert Heparin 60min ~ PVC 60min  Heparin 120min  PVC 120min

Grafik 3.9 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der

CDh11C

—Messung in der Granulozytenpopulation. Abfall der MFI in den

heparinbeschichteten PVC -Loops, Zunahme der MFI in den PVC-Loops gegenliber
dem Leerwert.

3.2.14

CD 18
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Lymphozyten

CD 18 FITC

CD181gG1 | CD 18 FITC CD 18 FITC CD 18 FITC Heparin CD 18 FITC

Auto FITC NS Leerwert Heparin 60min | PVC 60min 120min PVC 120min
glltige Falle 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
Mittelwert 0,141 0,163 9,827 9,924 9,610 10,034 10,071
Std.Fehler des MW 0,010 0,012 0,408 0,525 0,259 0,188 0,282
Varianz 0,001 0,001 1,666 2,756 0,668 0,355 0,793
Std.Abweichung 0,032 0,039 1,291 1,660 0,818 0,596 0,891
Variationskoeffizient 0,230 0,237 0,131 0,167 0,085 0,059 0,088
Median 0,125 0,141 10,300 9,985 9,765 9,955 9,810
geom. Mittel 0,138 0,159 9,736 9,781 9,578 10,018 10,037

Es finden 5|ch keine AusreilRer. Alle Werte sind normalverteilt.

T-Test fir unverbundene Stichproben :

60 min

Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC

p=0,886, Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,651,

Leerwert gegen PVC 60min p=0,659, Leerwert gegen PVC 120min p=0,629,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,598, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,914. Es bestehen keine signifikanten

Unterschiede.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05

(links unten):

CD18
CD18 CD18 Hep. | CD18 PVC Hep. CD18 PVC
(Mittelwert) Auto CD18 NS Leerw. 60min 60min 120min 120min
Auto 0,141 - 2,19e-02 -9,6864* -9,7834* -9,4690* -9,893* -9,930*
CD18 NS 0,163 Nein (p=1,0) -9,6645* -9,7615* -9,4475* -9,8715* | -9,90850*
CD18 Ja
Leerw. 9,827 Ja (p<0,001) | (p<0,001) -9,70e-02 0,2170 0,207 -0,2440
CD18Hep. Ja (p<0,001) |Ja Nein
60min 9,924 (p<0,001) | (p=1,0) 0,31400 0,1100 0,1470
CD 18 PVC Ja (p<0,001) | Ja Nein Nein
60min 9,610 (p<0,001) | (p=1,0) (p=1,0) 0,4240 | 0,46100
CD18 Hep. Ja (p<0,001) |Ja Nein Nein Nein
120min 10,034 (p<0,001) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) -3,7e-02
CD 18 PVC Ja (p<0,001) | Ja Nein Nein Nein Nein
120min 10,071 (p<0,001) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0)
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Grafik 3.10 : MW und SF der CD18 —Messung in der Lymphozytenpopulation.
Anstiege der MFI in den Loops gegenuber Autofl. / NS.

Monozyten
CD 18 FITC
CD181gG1l | CD 18 FITC CD 18 FITC CD 18 FITC Heparin CD 18 FITC
Auto FITC NS Leerwert Heparin 60min | PVC 60min 120min PVC 120min
glltige Falle 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
Mittelwert 0,371 0,749 51,001 46,031 44,390 45,971 57,082
Std.Fehler des MW 0,014 0,042 6,737 6,913 8,023 8,360 7,152
Varianz 0,002 0,017 453,883 477,869 643,664 698,898 511,501
Std.Abweichung 0,044 0,132 21,305 21,860 25,371 26,437 22,616
Variationskoeffizient | 0,120 0,176 0,418 0,475 0,572 0,575 0,396
Median 0,367 0,729 51,400 43,200 47,950 44,300 64,000
geom. Mittel 0,368 0,738 38,279 33,230 27,465 31,755 47,279

Es finden SICh keine Ausreil3er. Alle Werte sind normalverteilt.

T-Test fur unverbundene Stichproben : Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
60 min p=0,61, Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,645,
Leerwert gegen PVC 60min p=0,535, Leerwert gegen PVC 120min p=0,544,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,879, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,3259. Es bestehen keine signifikanten
Unterschiede.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

CD18 CD18
CD18 CD18 Hep. | CD18 PVC Hep. PVC
(Mittelwert) Auto CD18 NS Leerw. 60min 60min 120min 120min
Auto 0,371 - -0,3854 -50,637* -45,647* -44,026* -45,607* | -56,718*
CD18 NS 0,749 Nein (p=1,0) --- -50,252* -45,262* -43,641* -45,222* -56,333*
CD18 Ja (p<0,001) | Ja
Leerw. 51,001 (p<0,001) P 4,990 6,6107 5,030 -6,081
CD18Hep. Ja (p<0,001) | Ja Nein
60min 46,0,31 (p<0,001) | (p=1,0) 1,6207 4e-02 | -11,0770
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CD 18 PVC Ja (p<0,001) | Ja Nein Nein

60min 44,390 (p<0,001) | (p=1,0) (p=1,0) -1,5807 | -12,6917
CD18 Hep. Ja (p<0,001) | Ja Nein Nein Nein

120min 45,971 (p<0,001) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) 11,111
CD 18 PVC Ja (p<0,001) | Ja Nein Nein Nein Nein

120min 57,082 (p<0,001) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0)
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Grafik 3.11 : MW und SF der CD18 -Messung in der Monozytenpopulation.
Insgesamt wenig Anderung der MFI aulRer gegentiber Autofl. und NS. Leichte
Zunahme bei 120min-PVC gegeniiber dem Leerwert.

Granulozyten — Final-Versuch

CD 18 FITC
CD181gG1 | CD 18 FITC CD 18 FITC CD 18 FITC Heparin CD 18 FITC
Auto FITC NS Leerwert Heparin 60min | PVC 60min 120min PVC 120min
gliltige Félle 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
Mittelwert 0,363 0,711 32,470 25,188 32,494 20,112 33,912
Std.Fehler des MW 0,017 0,023 6,719 6,015 5,995 3,418 3,426
Varianz 0,003 0,005 451,482 361,842 359,379 116,841 117,353
Std.Abweichung 0,052 0,074 21,248 19,022 18,957 10,809 10,833
Variationskoeffizient | 0,144 0,104 0,654 0,755 0,583 0,537 0,319
Median 0,374 0,702 23,350 15,400 31,500 15,600 35,200
geom. Mittelwert 0,358 0,707 25,782 19,889 24,671 17,929 30,013

Es finden AusreiBer in der Autofluoreszenz (Wert 0,221) und in CD18-FITC PVC
120min (Wert 4,52). Alle Werte sind normalverteilt, CD18FITC PVC120min
grenzwertig normalverteilt (p=0,7329)

T-Test fur unverbundene Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 60
min  p=0,4299, Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,1185,
Leerwert gegen PVC 60min p=0,9979, Leerwert gegen PVC 120min p=0,85,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,400, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,01059. Es besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen heparinbeschichtetem PVC 120min und PVC 120min.
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Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

CD18
CD18 Hep. CD18 PVC | CD18 Hep. | CD18 PVC
(Mittelwert) Auto CD18 NS Leerw. 60min 60min 120min 120min
Auto 0,363 —- -0,34810 -32,1073* | -24,8253* | -29,2213* -19,7493* | -33,5493*
Nein
CD18 NS 0,711 (p=1,0) o -31,759* | -24,4772* | -28,8732* -19,401 -33,2012*
CD18 Ja Ja
Leerw. 32,47 (p<0,001) (p<0,001) 7,282 2,8860 12,3570 -1,442
CD18Hep. Ja Ja Nein
60min 25,188 (p=0,007) | (p=0,008) | (p=1,0) -4,396 5,0760 -8,7240
CD 18 PVC Ja Ja Nein Nein
60min 32,494 (p=0,001) (p=0,001) | (p=1,0) (p=1,0) 9,4720 -4,3280
CD18 Hep. Nein Nein Nein Nein Nein
120min 20,112 (p=0,074) (p=0,086) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) -13,800
CD 18 PVC Ja Ja Nein Nein Nein Nein
120min 33,912 (p<0,001) (p<0,001) | (p=1,0) (p=1,0) (p=0,797) (p=0,797)
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Grafik 3.12 : MW und SF der CD18 —Messung in der Granulozytenpopulation.
Abnahmen der MFI in den heparinbeschichteten PVC -Loops gegeniiber dem
Leerwert, Zunahme der MFI in den PVC-Loops gegeniiber dem Leerwert.

3.215 CD62L

Lymphozyten
CD 62L
CD 62L CD 62L CD 62L FITC

FITC IgG2a FITC CD 62L FITC FITC PVC Heparin CD 62L FITC

Auto NA Leerwert Heparin 60min 60min 120min PVC 120min
glltige Falle 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
Mittelwert 0,141 0,174 9,985 10,408 10,105 11,078 11,405
Std.Fehler des MW | 0,010 0,015 0,539 0,561 0,496 0,448 0,387
Varianz 0,001 0,002 2,905 3,147 2,465 2,005 1,498
Std.Abweichung 0,032 0,047 1,704 1,774 1,570 1,416 1,224
Variationskoeffizient | 0,230 0,273 0,171 0,170 0,155 0,128 0,107
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Median 0,125 0,149 9,485 9,950 9,895 11,550 12,000
geom. Mittel 0,138 0,169 9,864 10,279 10,000 10,992 11,341
Es finden SICh keine AusreilRer. Alle Werte sind normalverteilt.

T-Test fur unverbundene Stichproben : Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
60 min p=0,593, Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,136,
Leerwert gegen PVC 60min p=0,87, Leerwert gegen PVC 120min p=0,046,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,69, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,587. Es besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen dem Leerwert und PVC 120min.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

CD62L CD62L CD62L
CD62L CD62L Hep. CD62L Hep. PVC

(Mittelwert) Auto NS Leerw. 60min PVC 60min 120min 120min
Auto 0,141 3,33e-02 | -9,84440* | -10,2674* | -9,76440* -10,937* | -11,2644*
CD62L NS 0,174 Nein (p=1,0) -9,8111* -10,2341* -9,7311* -10,9041* | -11,2311*
CD62L Ja
Leerw. 9,985 Ja (p<0,001) | (p<0,001) -0,4230 8e-02 -1,0930 -1,4200
CD18Hep. Ja (p<0,001) |Ja Nein
60min 10,408 (p<0,001) | (p=1,0) 0,5030 -0,6700 -0,9970
CD 62L PVC Ja (p<0,001) |Ja Nein Nein
60min 10,105 (p<0,001) | (p=1,0) (p=1,0) -1,1730 -1,500
CD62L Hep. Ja (p<0,001) |Ja Nein Nein Nein
120min 11,078 (p<0,001) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) -0,32700
CD62L PVC Ja (p<0,001) |Ja Nein Nein Nein Nein
120min 11,405 (p<0,001) | (p=0,512) | (p=1,0) (p=0,371) (p=1,0)
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Grafik 3.13 : MW und SF der CD62L —Messung in der Lymphozytenpopulation.
Geringe Anderungen der MFI, auf3er zwischen Autofl. / NS und dem Leerwert /
Loops.

Monozyten
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CD 62L
CD 62L CD 62L CD 62L FITC CD 62L FITC CD 62L
FITC FITC Heparin FITC PVC Heparin FITC PVC

Autofluoreszenz | 1IgG2a NA | Leerwert 60min 60min 120min 120min

glltige Falle 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
Mittelwert 0,364 0,762 10,461 11,855 12,230 16,605 19,795
Std.Fehler des MW 0,019 0,031 7,186 6,728 7,199 6,623 9,022

Varianz 0,004 0,009 516,439 452,660 518,191 438,697 813,891
Std.Abweichung 0,060 0,097 22,725 21,276 22,764 20,945 28,529
Variationskoeffizient 0,165 0,127 2,172 1,795 1,861 1,261 1,441
Median 0,367 0,729 1,395 6,625 4,615 13,000 8,220
geom. Mittelwert 0,359 0,757 2,845 4,521 4,565 8,796 8,652

Ausreil3er werden in folgenden Werten gefunden: CD62L-FITC Leerwert (Wert
74,1), CD62L-FITC heparinbeschichtetes PVC 60min (Wert 71,3), CD62L-FITC PVC
60min (Wert 75,9), CD62L-FITC heparinbeschichtetes PVC 120min (Wert 74).. Alle
Werte sind grenzwertig normalverteilt (p=0,06 bis p=0,88)

T-Test fur unverbundene Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 60
min  p=0,89, Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,54, Leerwert
gegen PVC 60min p=0,86, Leerwert gegen PVC 120min p=0,43,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,97, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,78. Es bestehen keine signifikanten
Unterschiede.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

CD62L CD62L CD62L
CDé2L Hep. CD62L Hep. PVC
(Mittelwert) Auto CD62L NS Leerw. 60min PVC 60min | 120min 120min
Auto 0,364 -—- -0,39810 -10,0975 -11,49150 -11,8654 -16,2418 -19,431
CD62L NS 0,762 Nein (p=1,0) -9,6994 -11,0934 -11,4673 -15,843 | -19,0333
CcDeé2L Nein (p=1,0) | Nein
Leerw. 10,461 (p=1,0) -1,3940 -1,7679 -6,1440 -9,3339
CD18Hep. Nein (p=1,0) | Nein Nein
60min 11,855 (p=1,0) (p=1,0) -0,3739 -4,75030 | -7,9399
CD 62L PVC Nein (p=1,0) | Nein Nein Nein
60min 12,230 (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) -4,3764 -7,5660
CD62L Hep. Nein (p=1,0) | Nein Nein Nein Nein
120min 16,605 (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) -3,1896
CD62L PVC Nein Nein Nein Nein Nein Nein
120min 19,749 (p=0,667) (p=0,741) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0)
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Grafik 3.14 : MW und SF der CD62L —Messung in der Monozytenpopulation.
Ansteigende MFI in den Loops gegenliber dem Leerwert. Stérkere Auspragung bei
den 120min-Werten (Heparin < PVC)

Granulozyten

CD 62L
CD 62L CD 62L CD 62L FITC CD 62L FITC CD 62L
FITC FITC Heparin FITC PVC Heparin FITC PVC
Autofluoreszenz | 1gG2aNA | Leerwert 60min 60min 120min 120min
gliltige Falle 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
Mittelwert 0,363 0,663 15,964 16,667 12,345 14,343 9,017
Std.Fehler des MW 0,017 0,019 5,131 4,400 5,579 2,420 3,661
Varianz 0,003 0,004 263,260 193,560 311,208 58,570 134,014
Std.Abweichung 0,052 0,062 16,225 13,913 17,641 7,653 11,576
Variationskoeffizient 0,144 0,093 1,016 0,835 1,429 0,534 1,284
Median 0,374 0,662 12,650 15,150 8,805 15,150 6,145
geom. Mittelwert 0,358 0,661 11,834 13,383 6,091 9,458 5,316

AusreiRer werden in folgenden Werten gefunden: Autofluoreszenz (Wert 0,221),
CD62L-FITC Leerwert (Wert 60,2), CD62L-FITC heparinbeschichtetes PVC 60min
(Wert 54), CD62L-FITC PVC 60min (Wert 61,7), CD62L-FITC PVC 120min (Wert
41,4).

Es besteht keine Normalverteilung in Autofluoreszenz, CD62L FITC
heparinbeschichtetes PVC 60min und CD62L FITC PVC 120min.

T-Test fur unverbundene Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 60
min  p=0,9183, Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,78,
Leerwert gegen PVC 60min p=0,64, Leerwert gegen PVC 120min p=0,28,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,55, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,24. Es bestehen keine signifikanten
Unterschiede

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

CD62L CD62L CD62L CD62L CcD62L
(Mittelwert) Auto CD62L NS Leerw. Hep. PVC Hep. PVC
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60min 60min 120min 120min
Auto 0,363 - -0,2978 -15,598 -16,30151 | -11,97961 -13,977 -8,6511
CD62L NS 0,663 Nein (p=1,0) -15,300 -16,003 | -11,6810 | -13,67920 | -8,3538
CD62L Nein Nein
Leerw. 15,964 (p=0,087) (p=0,087) - -0,7030 3,6189 1,6215 6,9469
CD18Hep. Nein Nein Nein
60min 16,667 (p=0,059) | (p=0,102) | (p=1,0) 4,3219 2,3245 7,6499
CD 62L PVC Nein Nein Nein Nein
60min 12,345 (p=0,537) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) -1,99740 | 3,3280
CD62L Hep. Nein Nein Nein Nein Nein
120min 14,343 (p=0,204) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) 5,32540
CD62L PVC Nein Nein Nein Nein Nein
120min 9,017 Nein (p=1,0) | (p=1,0) | (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0)
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Grafik 3.15 : MW und SF der CD62L —Messung in der Granulozytenpopulation.
Abfallende CD62L-MFI gegeniiber dem Leerwert mit starkerer Auspragung bei den
120min-Werten (PVC > heparinbeschichtetes PVC).
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Abb. 3.14 : Gating der Leukozytenpopulationen und Messung der Autofluoreszenz.

3.2.2.2 Oxidativer Burst
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Abb. 3.15 : Darstellung der Histogramme nach Messung von 10.000 Zellen pro
Versuchsansatz (O=Leerwert, H heparinbeschichteter Schlauch, P PVC-
Schlauch). Die MeanFluorescence mit ihren charakteristischen Peaks verschiebt sich
zu ungunsten des PVC-Schlauchs und signalisiert eine verstarkte Aktivitat des
oxidativen Burst.

3.2.2.2.2 Ergebnisse Oxidativer Burst

Lymphozyten
blank Oxidativer | 0 Oxidativer H Oxidativer P Oxidativer
Burst Burst Burst Burst
Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten
glltige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,135 4,143 6,149 6,491
Std.Fehler des MW 0,036 0,144 0,736 0,147
Varianz 0,010 0,166 4,330 0,174
Std.Abweichung 0,102 0,408 2,081 0,417
Variationskoeffizient 0,756 0,098 0,338 0,064
Median 0,148 4,275 4,935 6,375
geom. Mittelwert - 4,124 5,860 6,480

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,180, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,655. Es besteht ein signifikanter Unterschied
zwischen dem Leerwert und heparinbeschichtetem PVC 120min-Werten, sowie
ein hochsignifikanter Unterschied zw. dem Leerwert und PVC 120min.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank
Oxidativer 0 Oxidativer | H Oxidativer | P Oxidativer
Burst Burst Burst Burst
(Mittelwert) Lymphozyten | Lymphozyten | Lymphozyten | Lymphozyten
blank Ox.
Burst 0,13475 o -4,0075* -6,0138* -6,3438*
0 Ox. Burst 4,1425 Ja (p<0,001) — -2,0062* -2,3363*
H Ox. Burst 6,14875 Ja (p<0,001) | Ja (p=0,005) -0,3300
P Ox. Burst 6,49125 Ja (p<0,001) | Ja (p=0,01) Nein (p=1,0) -
Die ANOVA zeigt hochsignifikante Mittelwertunterschiede bei allen

Vergleichen, aufler zwischen PVC120min und heparinbeschichtetem PVC

120min.
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Grafik 3.16 MW und SF des oxidativen Burst im Lymphozytengate

Monozyten
blank
Oxidativer 0 Oxidativer H Oxidativer P Oxidativer
Burst Burst Burst Burst
Monozyten Monozyten Monozyten Monozyten
glltige Falle 8 8 8 8
Mittelwert 0,106125 27,3 40,5475 41,1875
Std.Fehler des MW 0,0475888 1,389629961 2,089439219 0,406969418
Varianz 0,01811755 15,44857143 34,92605 1,324992857
Std.Abweichung 0,13460146 3,930467075 5,909826563 1,151083341
Variationskoeffizient 1,26832944 0,143973153 0,145750701 0,027947395
Median 0,0515 28,25 41,55 41,2
geom. Mittelwert 27,03505567 40,15898103 41,17348745

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,768. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
zwischen dem Leerwert und beiden 120min-Werten.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank Ox. H Ox.
Burst 0 Ox. Burst Burst P Ox. Burst
(Mittelwert) | Monozyten | Monozyten | Monozyten | Monozyten
blank Ox. Burst 0,106125 -27,1950* | -40,4425* | -41,0825*
Ja
0 Ox. Burst 27,3 (p<0,001) -13,2475* -13,8875
Ja Ja
H Ox. Burst 40,5475 (p<0,001) | (p<0,001) -0,6400
Ja Ja Nein
P Ox. Burst 41,1875 (p<0,001) | (p<0,001) (p=1,0)

Die ANOVA zeigt hochsignifikante Mittelwertunterschiede bei allen
Vergleichen, auler zwischen PVC120min und heparinbeschichtetem PVC
120min.
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Grafik 3.17 : MW und SF des oxidativen Bursts der Monozytenpopulation.
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Grafik 3.18 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des

oxidativen Burst der Monozytenpopulation.

Granulozyten

blank
Oxidativer 0 Oxidativer H Oxidativer P Oxidativer

Burst Burst Burst Burst

glltige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,314 114,475 142,434 170,567

Std.Fehler des MW 0,072 4,961 11,353 2,509
Varianz 0,042 196,911 1031,082 50,378

Std.Abweichung 0,204 14,032 32,110 7,098

Variationskoeffizient 0,650 0,123 0,225 0,042
Median 0,264 114,150 128,552 171,040
geom. Mittelwert 0,258 113,734 139,822 170,437

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,041, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,029. Es bestehen signifikante Unterschiede
zwischen dem Leerwert und heparinbeschichtetem PVC 120min, ebenso
zwischen dem Leerwert und PVC 120min, weiterhin findet sich ein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Schlauchtypen zum Zeitpunkt 120min.
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Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen

Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank H P
Oxidativer |0 Oxidativer | Oxidativer | Oxidativer
(Mittelwert) Burst Burst Burst Burst
blank Ox. Burst 0,313875 ---- -114,1612* -142,12* -170,2512*
0 Ox. Burst 114,475 | Ja (p<0,001) -27,9587* -56,09*
H Ox. Burst 142,434175 | Ja (p<0,001) | Ja (p=0,025) -28,1312*
P Ox. Burst 170,5665 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p=0,023)

Die ANOVA zeigt hochsignifikante Unterschiede bei allen Vergleichen.
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Grafik 3.19 : MW und SF des oxidativen Burst der Granulozytenpopulation
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Grafik 3.20 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
oxidativen Burst der Granulozytenpopulation

3.2.2.2.3 Oxidativer Burst mit PMA-Nachaktivierung

Lymphozyten
blank PMA 0 PMA H PMA P PMA
Oxidativer Oxidativer Oxidativer Oxidativer
Burst Burst Burst Burst
glltige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,221 5,118 12,113 16,123
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Std.Fehler des MW 0,102 0,806 0,203 0,148
Varianz 0,083 5,201 0,328 0,176
Std.Abweichung 0,288 2,281 0,573 0,419
Variationskoeffizient 1,302 0,446 0,047 0,026
Median 0,112 5,915 12,130 16,210
geom. Mittelwert 4,139 12,101 16,118

Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,033, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es besteht ein signifikanter Unterschied
zwischen dem Leerwert und heparinbeschichtetem PVC 120min, sowie
hochsignifikante Unterschiede zw. dem Leerwert und PVC 120min und zw.
beiden 120min-Werten

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank PMA 0 PMA H PMA P PMA
Oxidativer | Oxidativer Oxidativer Oxidativer
(Mittelwert) Burst Burst Burst Burst
blank PMA Ox. Burst 0,221375 -4,8962* -11,8913* -15,9013
Ja
0 PMA Ox. Burst 5,1175 (p<0,001) -6,9950* -11,0050*
Ja
H PMA Ox. Burst 12,1125 (p<0,001) | Ja (p<0,001) -4,0100*
Ja
P PMA Ox. Burst 16,1225 (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001)

Die ANOVA zeigt hochsignifikante Unterschiede bei allen Vergleichen.
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Grafik 3.21: MW und SF des oxidativen Burst mit PMA-Nachaktivierung in der
Lymphozytenpopulation.

- 145 -



18

¥ R I —

14t = m oo

12 oo ﬁ 7777777777777777

10 F - - m o

blank PMA Oxidativer Burst 0 PMA Oxidativer Burst H PMA Oxidativer Burst P PMA Oxidativer Burst

Grafik 3.22 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
oxidativen Burst mit PMA-Nachaktivierung in der Lymphozytenpopulation.

Monozyten

blank PMA 0 PMA H PMA P PMA

Oxidativer Oxidativer Oxidativer Oxidativer
Burst Burst Burst Burst
Giltige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,155 12,216 12,200 9,411
Std.Fehler des MW 0,065 1,825 1,967 1,240
Varianz 0,034 26,635 30,938 12,301
Std.Abweichung 0,184 5,161 5,562 3,507
Variationskoeffizient 1,189 0,422 0,456 0,373
Median 0,113 11,550 10,950 8,435
geom. Mittelwert 11,294 11,252 8,950

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,840, Leerwert gegen PVC 120min p=0,946, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,894. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank
PMA Ox. | 0 PMA Ox. HPMA P PMA Ox.
(Mittelwert) Burst Burst Ox.Burst Burst
blank PMA Ox.
Burst 0,155 -12,0625* -12,0462* -9,2575*
Ja
0 PMA Ox. Burst 12,21625 | (p<0,001) 1,625E-02 2,8050
Ja
H PMA Ox.Burst 12,2 (p<0,001) | Nein (p=1,0) 2,7887
Ja
P PMA Ox. Burst 9,1411 (p=0,001) | Nein (p=1,0) | Nein (p=1,0)
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Die ANOVA zeigt hochsignifikante zwischen der Autofluoreszenz und Leerwert,
Heparinbeschichtung und PVC-Schlauch.
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Grafik 3.23 : MS und SF des oxidativen Burst mit PMA-Nachaktivierung in der
Monozytenpopulation

Granulozyten

blank PMA 0 PMA H PMA P PMA
Oxidativer Oxidativer Oxidativer Oxidativer

Burst Burst Burst Burst
gultige Falle 8,00 8,00 8,00 8,00
Mittelwert 0,37 37,28 50,34 83,79
Std.Fehler des MW 0,21 3,91 5,28 3,24
Varianz 0,36 122,39 223,16 83,74
Std.Abweichung 0,60 11,06 14,94 9,15
Variationskoeffizient 1,65 0,30 0,30 0,11
Median 0,10 38,60 50,75 87,27
geom. Mittelwert 35,23 48,24 83,32

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,01, Leerwert gegen PVC 120min p<0,01, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,01. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
in allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05

(links unten):

blank PMA | 0 PMA Ox. H PMA Ox. P PMA Ox.
(Mittelwert) | Ox. Burst Burst Burst Burst
blank PMA Ox. Burst 0,366 -36,9100* -49,9775* -83,4275*
Ja
0 PMA Ox. Burst 37,275 (p<0,001) -13,0675 -46,5175*
Ja Nein
H PMA Ox. Burst 50,3425 (p<0,001) (p=0,106) -33,45*
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Ja
P PMA Ox. Burst ‘ 83,7925 ‘ (p<0,001) | Ja (p<0,001) ’ Ja (p<0,001) ‘ ’

Die ANOVA zeigt hochsignifikante Unterschiede bei allen Vergleichen aulZer
zwischen dem Leerwert und dem heparinbeschichteten Schlauch.
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Grafik 3.24 : MW und SF des oxidativen Burst mit PMA-Nachaktivierung in der
Granulozytenpopulation
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Grafik 3.25 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
oxidativen Burst mit PMA-Nachaktivierung in der Granulozytenpopulation

3.2.2.2.4 Oxidativer Burst mit FMLP-Nachaktivierung

Lymphozyten
blank FMLP 0 FMLP H FMLP P FMLP
Oxidativer Oxidativer Oxidativer Oxidativer
Burst Burst Burst Burst
gultige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,241 2,970 3,488 7,830
Std.Fehler des MW 0,101 0,155 0,155 0,093
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Varianz 0,081 0,191 0,191 0,070
Std.Abweichung 0,285 0,437 0,437 0,264
Variationskoeffizient 1,180 0,147 0,125 0,034
Median 0,154 3,000 3,450 7,875
geom. Mittelwert - 2,943 3,464 7,826

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank FMLP | 0 FMLP Ox. | H FMLP Ox. | P FMLP Ox.
(Mittelwert) | Ox. Burst Burst Burst Burst
blank FMLP Ox. Burst 0,241125 mmmn -2,7275* -3,2450* -7,5875*
0 FMLP Ox. Burst 2,97 Ja (p<0,001) -0,5175 -4,86*
Nein
H FMLP Ox. Burst 3,4875 Ja (p<0,001) (p=0,51) -4,3425*%
P FMLP Ox. Burst 7,83 Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) -

Alle Vergleiche zeigen hochsignifikante Unterschiede mit Ausnahme des
Vergleichs zwischen dem Leerwert und dem heparinbeschichteten Schlauch.
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Oxidativer Burst Burst Burst Burst

Mittelwert

Grafik 3.26 : MW und SF des oxidativen Burst mit FMLP-Nachaktivierung in der
Lymphozytenpopulation
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Grafik 3.27 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
oxidativen Burst mit FMLP-Nachaktivierung in der Lymphozytenpopulation

Monozyten
blank FMLP 0 FMLP H FMLP P FMLP
Oxidativer Oxidativer Oxidativer Oxidativer

Burst Burst Burst Burst

Giltige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,193 18,513 17,204 18,021

Std.Fehler des MW 0,108 5,310 3,535 4,913
Varianz 0,093 225,593 99,948 193,115
Std.Abweichung 0,305 15,020 9,997 13,897

Variationskoeffizient 1,580 0,811 0,581 0,771
Median 0,112 11,500 16,500 13,000
geom. Mittelwert o 13,031 14,431 13,063

Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,995, Leerwert gegen PVC 120min p=0,224, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,0,250. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank FMLP | H FMLP Ox. | P FMLP Ox. | 0 FMLP Ox.
(Mittelwert) | Ox. Burst Burst Burst Burst
blank FMLP Ox. Burst 0,193 === -18,32* -17,0113* -17,8288*
H FMLP Ox. Burst 17,20375 | Ja (p<0,001) 1,3088 0,4913
P FMLP Ox. Burst 18,02125 | Ja (p<0,001) | Nein (p=1,0) -0,8175
0 FMLP Ox. Burst 18,5125 Ja (p<0,001) | Nein (p=1,0) | Nein (p=1,0) -

Auf3er zwischen Autofluoreszenz und allen anderen Bestimmungen lassen sich
keine Unterschiede feststellen.
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Grafik 3.28 : MW und SF des oxidativen Burst mit FMLP-Nachaktivierung in der
Monozytenpopulation

Granulozyten

blank FMLP 0 FMLP H FMLP P FMLP
Oxidativer Oxidativer Oxidativer Oxidativer
Burst Burst Burst Burst
gultige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,314 15,108 21,182 26,292
Std.Fehler des MW 0,092 0,535 0,240 0,863
Varianz 0,067 2,290 0,460 5,963
Std.Abweichung 0,259 1,513 0,678 2,442
Variationskoeffizient 0,826 0,100 0,032 0,093
Median 0,307 14,700 21,097 26,088
geom. Mittelwert - 15,042 21,172 26,194

Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,067, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,0013. Es bestehen hochsignifikante
Unterschiede zwischen dem Leerwert und PVC 120min, sowie zw. beiden
120min-Werten.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank FMLP | 0 FMLP Ox. | H FMLP Ox. | P FMLP Ox.
(Mittelwert) | Ox. Burst Burst Burst Burst
blank FMLP Ox. Burst 0,3138 -14,79* -20,8663* -25,9775*
0 FMLP Ox. Burst 15,1075 | Ja (p<0,001) -6,0738* -11,1850
H FMLP Ox. Burst 21,1818 Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) - -5,1112*
P FMLP Ox. Burst 26,292225 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001)

Alle Vergleiche weisen hochsignifikante Unterschiede auf.
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Grafik 3.29 : MW und SF des oxidativen Burst mit FMLP-Nachaktivierung in der
Granulozytenpopulation

3.2.2.3 Kallikrein
3.2.2.3.1 Ergebnisse optisch
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Abb. 3.16 : Darstellung der Histogramme nach Messung von 10.000 Zellen aus

jedem  Probenansatz

(Autofluoreszenz,Leerwert,120min

Schlauch, 120min PVC-Schlauch).

3.2.2.3.2 Ergebnisse Kallikrein 129min Chandler-Loop

heparinbeschichteter

Lymphozyten
blank
Kallikrein 0 Kallikrein H Kallikrein P Kallikrein
glltige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,238 7,809 8,660 11,236
Std.Fehler des MW 0,068 0,918 0,876 0,842
Varianz 0,037 6,747 6,143 5,677
Std.Abweichung 0,193 2,597 2,478 2,383
Variationskoeffizient 0,811 0,333 0,286 0,212
Median 0,135 6,650 7,695 11,950
Geom. Mittelwert 0,168 7,485 8,373 10,982

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,513, Leerwert gegen PVC 120min p=0,015, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,0524. Es besteht ein signifikanter Unterschied
zw. dem Leerwert und PVC 120min.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05

(links unten):

blank
(Mittelwert) | Kallikrein | 0 Kallikrein | H Kallikrein | P Kallikrein
blank Kallikrein 0,237625 -7,5734* -8,4246* -11,0009*
0 Kallikrein 7,80875 ja (p<0,001) -0,8513 -3,4275*
H Kallikrein 8,66 ja (p<0,001) | nein (p=1,0) -2,5763
nein
P Kallikrein 11,23625 | ja (p<0,001) | ja (p<0,001) | (p=0,143)
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Grafik 3.30 : MW und SF des Kallikrein in der Lymphozytenpopulation
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Grafik 3.31 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
Kallikrein in der Lymphozytenpopulation

Monozyten
blank
Kallikrein 0 Kallikrein H Kallikrein P Kallikrein
gultige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,587 15,500 18,166 27,200
Std.Fehler des MW 0,137 1,082 1,960 1,459
Varianz 0,150 9,363 30,730 17,040
Std.Abweichung 0,387 3,060 5,543 4,128
Variationskoeffizient 0,659 0,197 0,305 0,152
Median 0,446 16,450 18,031 27,600
geom. Mittelwert 0,483 15,211 17,399 26,894

Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.
T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC

120min p=0,253, Leerwert gegen PVC 120min p<0,0001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,002. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
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zw. dem Leerwert und heparinbeschichtetem PVC n 120min, sowie zw. beiden
120min-Werten.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen

Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank
(Mittelwert) | Kallikrein | 0 Kallikrein | H Kallikrein | P Kallikrein
blank Kallikrein 0,587375 ———- -14,9125* -17,5788* -26,6125*
0 Kallikrein 15,5 Ja (p<0,001) - -2,6663 -11,7*
H Kallikrein 18,166375 | Ja (p<0,001) | nein (p=1,0) -9,0337*
P Kallikrein 27,2 Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) P
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Grafik 3.32 : MW und SF des Kallikrein in der Monozytenpopulation
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Grafik 3.33 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
Kallikrein in der Monozytenpopulation
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Granulozyten

blank

Kallikrein 0 Kallikrein H Kallikrein P Kallikrein
gultige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,558 26,400 35,309 39,326
Std.Fehler des MW 0,087 1,756 0,876 1,383
Varianz 0,060 24,666 6,145 15,296
Std.Abweichung 0,245 4,966 2,479 3,911
Variationskoeffizient 0,439 0,188 0,070 0,099
Median 0,495 27,250 35,500 39,855
geom. Mittelwert 0,514 25,977 35,230 39,141

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,0015, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,278. Es besteht ein signifikanter Unterschied zw.
beiden 120min-Werten und hochsignifikante Unterschiede zw. den Leerwerten
und PVC 120min bzw. heparinbeschichtetem PVC 120min.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank
(Mittelwert) | Kallikrein | 0 Kallikrein | H Kallikrein | P Kallikrein
blank Kallikrein 0,558125 -25,8413* -34,750* -38,7675*
0 Kallikrein 26,4 ja (p<0,001) -8,9088* -12,9263*
H Kallikrein 35,30875 | ja (p<0,001) | ja (p<0,001) - -4,0175
nein
P Kallikrein 39,32625 | ja (p<0,001) | ja (p<0,001) | (p=0,151) ----
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Grafik 3.34: MW und SF des Kallikrein in der Granulozytenpopulation
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Grafik 3.35 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
Kallikrein in der Granulozytenpopulation

3.2.2.3.3 Kallikrein 120min ChandlerLoop mit PMA-Nachaktivierung

Lymphozyten

blank PMA 0 PMA H PMA P PMA

Kallikrein Kallikrein Kallikrein Kallikrein
gultige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,206 2,110 5,696 1,889
Std.Fehler des MW 0,025 0,166 0,231 0,405
Varianz 0,005 0,221 0,428 1,311
Std.Abweichung 0,070 0,470 0,654 1,145
Variationskoeffizient 0,342 0,223 0,115 0,606
Median 0,186 2,130 5,730 1,380
geom. Mittelwert 0,196 2,062 5,661 1,658

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p=0,621, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
zwischen dem Leerwert und heparinbeschichtetem PVC 120min, sowie zw.
beiden 120min-Werten.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank PMA 0 PMA H PMA P PMA
(Mittelwert) | Kallikrein Kallikrein Kallikrein Kallikrein
blank PMA Kallikrein 0,2061 -1,9025* -5,4888* -1,6813*
0 PMA Kallikrein 2,11 Ja (p<0,001) - -3,5863* 0,2212
H PMA Kallikrein 5,6962 Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) - 3,8075
P PMA Kallikrein 1,88875 | Ja (p<0,001) | Nein (p=1,0) | Ja (p<0,001)
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Grafik 3.36 MW und SF des Kallikrein mit PMA-Nachaktivierung in der
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Grafik 3.37 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des

Kallikrein mit PMA-Nachaktivierung in der Lymphozytenpopulation

Monozyten

blank PMA 0 PMA H PMA P PMA

Kallikrein Kallikrein Kallikrein Kallikrein
Giiltige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,398 6,441 12,100 47,553
Std.Fehler des MW 0,109 0,241 0,717 2,489
Varianz 0,096 0,465 4,114 49,552
Std.Abweichung 0,310 0,682 2,028 7,039
Variationskoeffizient 0,778 0,106 0,168 0,148
Median 0,395 6,165 11,500 50,000
geom. Mittelwert - 6,412 11,967 47,040

Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.
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T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, Heparin 120min gegen PVC

120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede bei allen
Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen

Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank PMA 0 PMA H PMA P PMA
(Mittelwert) | Kallikrein Kallikrein Kallikrein Kallikrein
blank PMA Kallikrein 0,398 ---- -6,0425* -11,7013* -47,1537*
0 PMA Kallikrein 6,44125 | Ja (p=0,017) -5,6588* -41,1113*
H PMA Kallikrein 12,1 Ja (p<0,001) | Ja (p=0,028) - -35,4525*%
P PMA Kallikrein 47,5525 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001)
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T 40,00
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blank PMA Kallikrein 0 PMA Kallikrein H PMA Kallikrein P PMA Kallikrein

Grafik 3.38 : MW und SF des Kallikrein mit PMA-Nachaktivierung in der
Monozytenpopulation
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Grafik 3.39 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
Kallikrein mit PMA-Nachaktivierung in der Monozytenpopulation
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Granulozyten

blank PMA 0 PMA H PMA P PMA

Kallikrein Kallikrein Kallikrein Kallikrein
gultige Félle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,597 14,686 12,946 8,715
Std.Fehler des MW 0,021 1,699 1,424 0,811
Varianz 0,003 23,106 16,213 5,261
Std.Abweichung 0,059 4,807 4,027 2,294
Variationskoeffizient 0,098 0,327 0,311 0,263
Median 0,590 14,100 13,500 9,850
geom. Mittelwert 0,595 13,995 12,362 8,414

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,4456, Leerwert gegen PVC 120min p=0,0068, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,0217. Es bestehen signifikante
Unterschiede zw. Leerwert und heparinbeschichtetem PVC 120min, sowie zw.
beiden 120min-Werten, ein hochsignifikanter Unterschied findet sich zw. dem
Leerwert und PVC 120min.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank PMA 0 PMA H PMA P PMA
(Mittelwert) | Kallikrein Kallikrein Kallikrein Kallikrein

blank PMA Kallikrein 0,597 -14,0888* -12,3488* -8,1175*
0 PMA Kallikrein 14,686 | Ja (p<0,001) 1,7400 5,9713*
H PMA Kallikrein 12,946 Ja (p<0,001) | Nein (p=1,0) - 4,2313
P PMA Kallikrein 8,715 Ja (p<0,001) | Ja (p=0,008) (pzl\:)e,ll?)?:) ===
18,00
16,00 |
14,00 | {
T 1200 +-—-—-—-—————————————————— } ——————————————
=
£1000 - - - - - o
% 8,00 1 I
S 6001
400 & —— - — - - ——— oy
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Grafik 3.40 : MW und

Granulozytenpopulation

SF des Kallikrein mit PMA-Nachaktivierung in der
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Grafik 3.41 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
Kallikrein mit PMA-Nachaktivierung in der Granulozytenpopulation

3.2.2.3.4 Kallikrein 120min Chandler-Loop mit FMLP-Nachaktivierung

Lymphozyten
blank FMLP 0 FMLP H FMLP P FMLP
Kallikrein Kallikrein Kallikrein Kallikrein
giltige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,528 5,058 6,461 10,040
Std.Fehler des MW 0,183 0,446 0,236 0,224
Varianz 0,267 1,593 0,445 0,402
Std.Abweichung 0,516 1,262 0,667 0,634
Variationskoeffizient 0,978 0,250 0,103 0,063
Median 0,258 4,750 6,545 9,985
geom. Mittelwert 0,343 4,934 6,429 10,022

Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,014, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Die Vergleiche zeigen hochsignifikante
Unterschiede, aul3er zw. dem Leerwert und heparinbeschichtetem PVC 120min

(sign.)

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05

(links unten):

blank FMLP | O FMLP H FMLP P FMLP
(Mittelwert) | Kallikrein Kallikrein Kallikrein Kallikrein

blank FMLP Kallikrein 0,528125 - -4,5288* -5,9325* -9,5112
0 FMLP Kallikrein 5,0575 Ja (p<0,001) m——— -1,4037* -4,9825*
H FMLP Kallikrein 6,46125 Ja (p<0,001) | Ja (p=0,012) - -3,5787*
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Grafik 3.42

MW und SF des Kallikrein mit FMLP-Nachaktivierung in der
Lymphozytenpopulation
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Grafik 3.43 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
Kallikrein mit FMLP-Nachaktivierung in der Lymphozytenpopulation

Monozyten
blank FMLP 0 FMLP H FMLP P FMLP
Kallikrein Kallikrein Kallikrein Kallikrein
glltige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,371 44,413 25,218 24,576
Std.Fehler des MW 0,087 14,313 7,071 7,136
Varianz 0,060 1638,827 400,003 407,391
Std.Abweichung 0,245 40,482 20,000 20,184
Variationskoeffizient 0,660 0,912 0,793 0,821
Median 0,375 30,000 23,250 22,550
geom. Mittelwert - 27,584 18,811 16,928

Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.
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T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,249, Leerwert gegen PVC 120min p=0,235, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,95. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05

(links unten):

blank FMLP | O FMLP H FMLP P FMLP
(Mittelwert) | Kallikrein Kallikrein Kallikrein Kallikrein
blank FMLP Kallikrein 0,2061 m——— -44,0412* -24,8575 -24,2050
0 FMLP Kallikrein 2,11 Ja (p=0,008) - 19,1837 19.8362
Nein Nein
H FMLP Kallikrein 5,6962 (p=0,325) | (p=0,792) 0,6525
Nein Nein
P FMLP Kallikrein 1,88875 (p=0,362) (p=0,719) | Nein (p=1,0) ----
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blank FLMP 0 FLMP Kallikrein H FLMP Kallikrein P FLMP Kallikrein
Kallikrein
Grafik 3.44 MW und SF des Kallikrein mit FMLP-Nachaktivierung in der

Monozytenpopulation

Granulozyten

blank FMLP 0 FMLP H FMLP P FMLP

Kallikrein Kallikrein Kallikrein Kallikrein
gultige Falle 8,000 8,000 8,000 8,000
Mittelwert 0,413 11,350 15,125 14,700
Std.Fehler des MW 0,070 0,711 0,972 0,838
Varianz 0,039 4,040 7,554 5,620
Std.Abweichung 0,197 2,010 2,748 2,371
Variationskoeffizient 0,476 0,177 0,182 0,161
Median 0,412 11,400 14,300 14,900
geom. Mittelwert - 11,186 14,916 14,532

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,007, Leerwert gegen PVC 120min p=0,0087, heparinbeschichtetes PVC
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120min gegen PVC 120min p=0,745. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
dem Leerwert und den 120min Werten des heparinbeschichteten PVC und PVC.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05

(links unten):

blank FMLP 0 FMLP H FMLP P FMLP
(Mittelwert) | Kallikrein Kallikrein Kallikrein Kallikrein
blank FMLP Kallikrein 0,4134 == -10,9363* -14,7113* -14,2863*
0 FMLP Kallikrein 11,35 Ja (p<0,001) - -3,77* -3,3500*
H FMLP Kallikrein 15,125 Ja (p<0,001) | Ja (p=0,07) - 0,4250
P FMLP Kallikrein 14,7 Ja (p<0,001) | Ja (p=0,019) | Nein (p=1,0) ----
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Kallikrein
Grafik 3.45 MW und SF des Kallikrein mit FMLP-Nachaktivierung in der

Granulozytenpopulation

3.2.2.3.5 Kallikrein 120min ChandlerLoop mit 5 Stunden Nachbebriitung

Lymphozyten
blank
Kallikrein 0 Kallikrein H Kallikrein P Kallikrein
bebrutet bebrutet bebrutet bebritet

glltige Félle 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,156 2,975 3,033 5,000
Std.Fehler des MW 0,032 0,054 0,036 0,089
Varianz 0,006 0,018 0,008 0,048
Std.Abweichung 0,079 0,133 0,088 0,219
Variationskoeffizient 0,507 0,045 0,029 0,044
Median 0,165 2,975 3,025 5,050
geom. Mittelwert 0,120 2,973 3,032 4,996

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabgangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,39, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Hochsignifikante Unterschiede zw. Leerwert
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und PVC120min, sowie zw. heparinbeschichtetem PVC 120min und PVC
120min.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen

Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank
Kallikrein | 0 Kallikrein | H Kallikrein | P Kallikrein
(Mittelwert) bebritet bebrutet bebrutet bebritet
blank Kallikrein bebrutet 0,156 o -2,8183* -2,8767* -4,8433*
0 Kallikrein bebrutet 2,975 Ja (p<0,001) -5833E-02 -2,0250*
H Kallikrein bebritet 3,033 Ja (p<0,001) | Nein (p=1,0) ---- -1,9667*
P Kallikrein bebritet 5 Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) -
6,00
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L 400 f ————————— - ———
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g 3,001 . hd
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blank Kallikrein 0 Kallikrein bebriitet H Kallikrein bebriitet P Kallikrein bebriitet
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Grafik 3.46 : MW und SF des Kallikrein mit Bebriitung in der Lymphozytenpopulation
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Grafik 3.47 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
Kallikrein mit nachfolgender Bebritung in der Lymphozytenpopulation
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Monozyten

blank
Kallikrein 0 Kallikrein H Kallikrein P Kallikrein
bebrutet bebrutet bebrutet bebrutet

glltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,307 6,475 8,062 9,975
Std.Fehler des MW 0,017 0,144 0,022 0,322
Varianz 0,002 0,125 0,003 0,624
Std.Abweichung 0,042 0,353 0,053 0,790
Variationskoeffizient 0,136 0,055 0,007 0,079
Median 0,315 6,425 8,075 10,150
geom. Mittelwert 0,304 6,467 8,062 9,949

Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Hochsignifikante Unterschiede bei allen
Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank
Kallikrein | 0 Kallikrein | H Kallikrein | P Kallikrein
(Mittelwert) bebritet bebrutet bebritet bebrutet

blank Kallikrein bebritet | 0,306666667 -6,1683* -7,7550* -9,6683*
0 Kallikrein bebrutet 6,475 Ja (p<0,001) - -1,5867* -3,56*
H Kallikrein bebritet 8,061666667 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) - -1,9133*
P Kallikrein bebritet 9,975 Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) -
12,00
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Grafik 3.48 : MW und SF des Kallikrein mit nachfolgender Bebriitung in der
Monozytenpopulation
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Grafik 3.49 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
Kallikrein mit nachfolgender Bebritung in der Monozytenpopulation

Granulozyten

blank
Kallikrein 0 Kallikrein H Kallikrein P Kallikrein
bebrutet bebrutet bebrutet bebrutet

gultige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,442 6,698 11,533 16,508
Std.Fehler des MW 0,027 0,110 0,233 0,454
Varianz 0,004 0,072 0,327 1,238
Std.Abweichung 0,065 0,269 0,572 1,113
Variationskoeffizient 0,148 0,040 0,050 0,067
Median 0,450 6,675 11,500 15,950
geom. Mittelwert 0,437 6,694 11,522 16,478

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fir unabhéngige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,0001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,0001, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p<0,001. Hochsignifikante Unterschiede bei
allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank
Kallikrein | 0 Kallikrein | H Kallikrein | P Kallikrein
(Mittelwert) bebritet bebrutet bebritet bebrutet
blank Kallikrein bebritet | 0,441666667 - -6,2567* -11,0,17* -16,0667*
0 Kallikrein bebritet 6,698333333 | Ja (p<0,001) -4,8350*% -9,8100*
H Kallikrein bebriitet 11,53333333 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) -4,9750*
P Kallikrein bebritet 16,50833333 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) -
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Grafik 3.50 : MW und SF des Kallikrein mit nachfolgender Bebriitung in der
Granulozytenpopulation
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Grafik 3.51 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
Kallikrein mit nachfolgender Bebritung in der Granulozytenpopulation

3.2.2.4 Ergebnisse RGES-Elastase

Lymphozyten
blank RGES
FITC 0 RGES FITC H RGES FITC P RGES FITC
glltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,017 0,633 1,684 5,920
Std.Fehler des MW 0,004 0,028 0,053 0,147
Varianz 0,000 0,005 0,017 0,129
Std.Abweichung 0,011 0,068 0,129 0,360
Variationskoeffizient 0,622 0,107 0,077 0,061
Median 0,016 0,621 1,690 5,990
geom. Mittelwert 0,014 0,630 1,680 5,911

Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.
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T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Hochsignifikante Unterschiede bei allen
Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank RGES| 0 RGES H RGES P RGES
(Mittelwert) FITC FITC FITC FITC
blank RGES FITC 0,0172 -0,6153* -1,6668* -5,9027*
0 RGES FITC 0,632733333 | Ja (p<0,001) -1,0515% -5,2573*
H RGES FITC 1,684166667 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) -4,2358*
P RGES FITC 592 Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001)
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Grafik 3.52 : MW und SF der RGES-Elastase in der Lymphozytenpopulation
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Grafik 3.53 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
RGES-Elastase in der Lymphozytenpopulation
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Monozyten

blank RGES

FITC 0 RGES FITC H RGES FITC P RGES FITC
giltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,505 5,455 13,180 20,807
Std.Fehler des MW 0,040 0,108 0,126 1,506
Varianz 0,010 0,070 0,095 13,612
Std.Abweichung 0,099 0,265 0,308 3,689
Variationskoeffizient 0,195 0,049 0,023 0,177
Median 0,520 5,405 13,050 22,590
geom. Mittelwert 0,496 5,450 13,177 20,472

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, Heparin 120min gegen PVC
120min p<0001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede bei allen
Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank RGES| 0 RGES H RGES P RGES
(Mittelwert) FITC FITC FITC FITC
blank RGES FITC 0,505 -4,95% -12,6750* -20,30*
0 RGES FITC 5455 | Ja (p=0,001) -7,725* -15,3517*
H RGES FITC 13,18 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) -7,6267*
P RGES FITC 20,80666667 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001)
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Grafik 3.54 : MW und SF der RGES-Elastase in der Monozytenpopulation
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Grafik 3.55 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
RGES-Elastase in der Monozytenpopulation

Granulozyten

blank RGES

FITC 0 RGES FITC H RGES FITC P RGES FITC
glltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,051 1,537 2,138 6,075
Std.Fehler des MW 0,011 0,071 0,090 0,110
Varianz 0,001 0,030 0,049 0,073
Std.Abweichung 0,028 0,173 0,221 0,270
Variationskoeffizient 0,550 0,112 0,104 0,045
Median 0,054 1,555 2,075 6,005
geom. Mittelwert 0,039 1,528 2,130 6,070

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank RGES| 0RGES H RGES P RGES
(Mittelwert) FITC FITC FITC FITC
blank RGES FITC 0,051 -1,485* -2,0867 -6,0,233
0 RGES FITC 1,536666667 | Ja (p<0,001) -0,6017* -4,5383*
H RGES FITC 2,138333333 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) -3,9367*
P RGES FITC 6,075 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001)
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Grafik 3.56 : MW und SF der RGES-Elastase in der Granulozytenpopulation

blank RGES FITC 0 RGES FITC HRGES FITC PRGES FITC

Grafik 3.57 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
RGES-Elastase in der Granulozytenpopulation

3.2.2.5 Ergebnisse AAPV-Elastase

Lymphozyten
blank AAPV
FITC 0 AAPV FITC H AAPV FITC P AAPV FITC
gultige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,256 4,035 4,438 6,257
Std.Fehler des MW 0,027 0,095 0,049 0,137
Varianz 0,004 0,054 0,014 0,112
Std.Abweichung 0,066 0,232 0,120 0,335
Variationskoeffizient 0,259 0,057 0,027 0,054
Median 0,276 3,950 4,470 6,250
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| geom. Mittelwert | 0,246 | 4,030 | 4,437 | 6,249 |
Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,0036, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen

Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank AAPV | 0 AAPV H AAPV P AAPV
(Mittelwert) FITC FITC FITC FITC
blank AAPV FITC 0,255666667 -3,7783* -4,1817* -6,0%
0 AAPV FITC 4,035 | Ja(p<0,001) 3,7783* -0,4033*
H AAPV FITC 4,438333333 | ja (p<0,001) | Ja (p=0,024) -2,2217*
P AAPV FITC 6,256666667 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001)
7,00
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Grafik 3.58 : MW und SF der AAPV-Elastase in der Lymphozytenpopulation
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Grafik 3.59 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
AAPV-Elastase in der Lymphozytenpopulation

Monozyten
blank AAPV
FITC 0 AAPV FITC H AAPV FITC P AAPV FITC
gultige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,320 22,176 25,207 35,929
Std.Fehler des MW 0,011 0,286 0,209 0,312
Varianz 0,001 0,491 0,263 0,586
Std.Abweichung 0,026 0,700 0,513 0,765
Variationskoeffizient 0,082 0,032 0,020 0,021
Median 0,320 22,063 25,287 35,757
geom. Mittelwert 0,319 22,167 25,202 35,922

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,0036, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank AAPV 0 AAPV H AAPV P AAPV
(Mittelwert) FITC FITC FITC FITC
blank AAPV FITC 0,319833333 ---- -21,8550* -24,8850* -35,6083*
0 AAPV FITC 22,17616667 | Ja (p<0,001) o -3,030* -13,7533*
H AAPV FITC 25,20678333 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) -10,7233*
P AAPV FITC 35,02916667 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001)
40,00
35,00 4 *
30,00
& 25,00 .
[
.
% 20,00
S 15004 - - mmm e e
0o J
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Grafik 3.60 : MW und SF der AAPV-Elastase in der Monozytenpopulation
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Grafik 3.61 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
AAPV-Elastase in der Monozytenpopulation

Granulozyten

blank AAPV

FITC 0 AAPV FITC H AAPV FITC P AAPV FITC
giltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,273 11,278 15,398 21,097
Std.Fehler des MW 0,011 0,348 0,161 0,213
Varianz 0,001 0,727 0,155 0,272
Std.Abweichung 0,028 0,853 0,394 0,522
Variationskoeffizient 0,102 0,076 0,026 0,025
Median 0,267 11,200 15,379 21,160
geom. Mittelwert 0,271 11,252 15,394 21,091

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,0036, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank AAPV | 0 AAPV H AAPV P AAPV
(Mittelwert) FITC FITC FITC FITC
blank AAPV FITC 0,272616667 -11,0033* | -151233* | -20,8517*
0 AAPV FITC 11,27833333 | Ja (p<0,001) -4,1200* -9,8483*
H AAPV FITC 15,39783333 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) -5,7283*
P AAPV FITC 21,09666667 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001)

Granulozyten
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Grafik 3.62 : MW und SF der AAPV-Elastase in der Granulozytenpopulation
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Grafik 3.63 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
AAPV-Elastase in der Granulozytenpopulation

3.2.2.6 Ergebnisse Peroxide

Lymphozyten

blank Peroxide 0 Peroxide H Peroxide P Peroxide

FITC FITC FITC FITC

gultige Félle 6,000 6,000 6,000 6,000

Mittelwert 0,007 3,468 7,678 12,493

Std.Fehler des MW 0,001 0,036 0,226 0,197

Varianz 0,000 0,008 0,307 0,233

Std.Abweichung 0,002 0,088 0,554 0,483

Variationskoeffizient 0,376 0,025 0,072 0,039

Median 0,006 3,475 7,653 12,564

geom. Mittelwert 0,006 3,467 7,662 12,485

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.
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T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC

120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen

Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank
Peroxide 0 Peroxide | H Peroxide | P Peroxide
(Mittelwert) FITC FITC FITC FITC
blank Peroxide FITC 0,006545 -3,4618* -7,6715* -12,4867*
0 Peroxide FITC 3,468333333 | Ja (p<0,001) - -4,20997* -9,0248*
H Peroxide FITC 7,678028333 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) — -4,8152
P Peroxide FITC 12,49301 | Ja (p<0,001 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001)
Lymphozyten
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Grafik 3.64 : MW und SF der Peroxide in der Lymphozytenpopulation
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Grafik 3.65 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
Peroxide in der Lymphozytenpopulation

Monozyten
blank Peroxide 0 Peroxide H Peroxide P Peroxide
FITC FITC FITC FITC
glltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,063 4,293 9,330 18,707
Std.Fehler des MW 0,007 0,147 0,115 0,313
Varianz 0,000 0,129 0,079 0,588
Std.Abweichung 0,016 0,360 0,281 0,767
Variationskoeffizient 0,260 0,084 0,030 0,041
Median 0,060 4,140 9,442 18,478
geom. Mittelwert 0,061 4,281 9,327 18,694

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank
Peroxide 0 Peroxide | H Peroxide | P Peroxide
(Mittelwert) FITC FITC FITC FITC
blank Peroxide FITC 0,0625 -4,2375* -9,2725*% -18,6508*
0 Peroxide FITC 4,293333333 | Ja (p<0,001) -5,0350* -14,4133*
H Peroxide FITC 9,330416667 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) -9,3783*
P Peroxide FITC 18,70673333 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) ==

Monozyten
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Grafik 3.66 : MW und SF der Peroxide in der Monozytenpopulation
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Grafik 3.67 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
Peroxide in der Monozytenpopulation

Granulozyten

blank Peroxide 0 Peroxide H Peroxide P Peroxide
FITC FITC FITC FITC
glltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 1,040 2,671 10,260 17,840
Std.Fehler des MW 0,061 0,285 0,159 0,406
Varianz 0,022 0,487 0,151 0,990
Std.Abweichung 0,149 0,698 0,389 0,995
Variationskoeffizient 0,143 0,261 0,038 0,056
Median 1,065 2,895 10,110 17,500
geom. Mittelwert 1,030 2,586 10,254 17,817

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.
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T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen

Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

blank
Peroxide 0 Peroxide | H Peroxide | P Peroxide
(Mittelwert) FITC FITC FITC FITC

blank Peroxide FITC 1,04 -1,6300* -9,2200* -16,800*
0 Peroxide FITC 2,671333333 | Ja (p=0,02) -7,5900¢ | -15,1700*
H Peroxide FITC 10,26 | Ja (p<0,001) [ Ja (p<0,001) -7,5800*
P Peroxide FITC 17,84 | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001) | Ja (p<0,001)
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Grafik 3.68 : MW und SF der Peroxide in der Granulozytenpopulation
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Grafik 3.69 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
Peroxide in der Granulozytenpopulation

3.2.3 Interleukine
3.2.3.1 Ergebnisse Interleukinlf

Lymphozyten
IL1beta
IL1beta FITC IL1beta
IL1beta FITC Heparin FITC PVC

Autofluoreszenz FITC NS Leerwert 120min 120min
gultige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,079 0,211 0,348 1,292 1,878
Std.Fehler des MW 0,003 0,013 0,020 0,097 0,041
Varianz 0,000 0,001 0,002 0,056 0,010
Std.Abweichung 0,008 0,032 0,049 0,238 0,101
Variationskoeffizient 0,101 0,149 0,141 0,184 0,054
Median 0,079 0,200 0,364 1,310 1,835
geom. Mittelwert 0,079 0,209 0,345 1,273 1,876

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

IL1beta IL1beta
IL1beta IL1beta Hep. PVC
(Mittelwert) | Auto NS Leerw. 120min 120min
-1,5950E-
Auto 0,07945 - 02 -0,1529 -0,8514* -1,6834*
Nein
IL1beta NS 0,21090 (p=1,0) ——— -0,1369 -0,8354* -1,6674*
Nein Nein
ILlbeta Leerw. 0,34790 | (p=1,0) (p=1,0) -0,6985* -1,5305*
Ja Ja Ja
IL1beta Hep. 120min | 1,29233 | (p<0,001)| (p<0,001) | (p=0,01) -0,8320*
Ja Ja Ja
IL1beta PVC 120min | 1,87833 |(p<0,001)| (p<0,001) |(p<0,001)| Ja (p<0,001)

Lymphozyten
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Grafik 3.70 : MW und SF des Interleukin-1f in der Lymphozytenpopulation
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Grafik 3.71 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box])

Interleukin-1p in der Lymphozytenpopulation

Monozyten
IL1beta
IL1beta FITC IL1beta
IL1beta FITC Heparin FITC PVC

Autofluoreszenz FITC NS Leerwert 120min 120min
glltige Félle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,341 0,947 2,856 3,290 3,814
Std.Fehler des MW 0,033 0,018 0,056 0,025 0,095
Varianz 0,006 0,002 0,019 0,004 0,054
Std.Abweichung 0,080 0,045 0,136 0,061 0,232
Variationskoeffizient 0,234 0,048 0,048 0,019 0,061
Median 0,320 0,952 2,852 3,285 3,862
geom. Mittelwert 0,334 0,946 2,853 3,290 3,808
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Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

IL1beta IL1beta
IL1beta IL1beta Hep. PvC
(Mittelwert) | Auto NS Leerw. 120min 120min
Auto 0,34100 -0,6063* | -2,5145* -2,9490* -3,4728*
Ja
IL1beta NS 0,94733 | (p<0,001) -1,9082* -2,3427* -2,8665*
Ja Ja
IL1beta Leerw. 2,85550 |(p<0,001)| (p<0,001) -0,4345*% -0,9583*
IL1beta Hep. Ja Ja Ja
120min 3,29000 | (p<0,001)| (p<0,001) |(p<0,001) -0,5238*
Ja Ja Ja
IL1beta PVC 120min | 3,81383 |(p<0,001)| (p<0,001) |(p<0,001) | Ja (p<0,001)
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Grafik 3.72 : MW und SF des Interleukin-1p in der Monozytenpopulation
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Grafik 3.73 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
Interleukin-1p in der Monozytenpopulation

Granulozyten

IL1beta
IL1beta FITC IL1beta
IL1beta FITC Heparin FITC PVC
Autofluoreszenz FITC NS Leerwert 120min 120min
gultige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,787 1,679 30,494 32,977 43,183
Std.Fehler des MW 0,064 0,182 0,473 0,599 0,776
Varianz 0,025 0,198 1,344 2,152 3,614
Std.Abweichung 0,157 0,445 1,159 1,467 1,901
Variationskoeffizient 0,200 0,265 0,038 0,044 0,044
Median 0,785 1,682 30,260 33,300 42,500
geom. Mittelwert 0,773 1,630 30,476 32,949 43,150

Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,008, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

IL1beta IL1beta
IL1beta IL1beta Hep. pPvC

(Mittelwert) | Auto NS Leerw. 120min 120min

Auto 0,78667 === -0,8923 29,7077* | -32,1900* -42,3967*
Nein -

IL1beta NS 1,67900 (p=1,0) ---- 28,8153* | -31,2977* -41,5043*

Ja Ja
IL1beta Leerw. 30,49433 | (p<0,001)| (p<0,001) -2,4823* -12,6890*
IL1beta Hep. 32,97667 Ja Ja Nein - -10,2067*
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120min (p<0,001)| (p<0,001) | p=0,16)
Ja Ja Ja
IL1beta PVC 120min | 43,18333 |(p<0,001)| (p<0,001) |(p<0,001)] Ja (p<0,001) —
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Grafik 3.74 : MW und SF des Interleukin-1p in der Granulozytenpopulation

50
7 AP
7
T

{0 J
25
o J
g
T

zuazsalonyoiny i
SN OLlidelsqrTl
Hamiaa
olideeqrl
uwozT uedaH
Jlideleqrl
UILIOZT OAd
Olidelqrl

Grafik 3.75 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
Interleukin-1p in der Granulozytenpopulation

3.2.3.2 Ergebnisse Interleukin 2

Lymphozyten
IL2 FITC | IL2 FITC
IL2 FITC IL2 FITC | Heparin PVC
Autofluoreszenz Neg.Staining | Leerwert | 120min | 120min
giltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,045 0,271 0,435 0,546 0,474
Std.Fehler des MW 0,003 0,086 0,065 0,068 0,022
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Varianz 0,000 0,044 0,025 0,027 0,003
Std.Abweichung 0,007 0,210 0,160 0,166 0,055
Variationskoeffizient 0,149 0,775 0,367 0,303 0,116
Median 0,045 0,165 0,392 0,547 0,459
geom. Mittelwert 0,044 0,208 0,415 0,521 0,471

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,266, Leerwert gegen PVC 120min p=0,586, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,336. Es bestehen keine signifikanten
Unterschiede.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

IL2PVC | IL2 Hep.
(Mittelwert) Auto IL2 NS | IL2 Leerw. 120min 120min
Auto 0,04485 -0,226 -0,3905* -0,5012* | -0,4292*
Nein
IL2 NS 0,27083 (p=0,105) -0,1645 -0,2752* | -0,2032
Ja Nein -3,8667E-
IL2 Leerw. 0,43527 (p=0,001) | (p=0,548) - -0,1107 02
Ja Nein 7,200E-
IL2 PVC 120min 0,47400 | (p<0,001) | (p=0,024) | Nein (p=1,0) 0,2
Ja Nein Nein
IL2 Hep. 120min 0,54600 (p<0,001) | (p=0,199) | Nein (p=1,0) (p=1,0) -
Lymphozyten
| + Standardfehler |
0,70
0601 — == === E 77777777777
0,50 4
2 O 3
g 0,40 4 E
2 0301 {
= 0,20
(R ———_—————————S——---r
0,00 *
: & g% 5 b
£ @3 $ 3 83 83
s ol o 5 (=3 3. 0
o s 4 -0 3 5
4 5 0 S I bl
: 2 g s
R £}
=]

Grafik 3.76 : MW und SF des Interleukin-2 in der Lymphozytenpopulation

Monozyten
IL2 FITC | IL2 FITC
IL2 FITC IL2 FITC | Heparin PVC
Autofluoreszenz Neg.Staining | Leerwert | 120min | 120min
gtiltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
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Mittelwert 0,294 0,877 1,315 1,431 1,611
Std.Fehler des MW 0,052 0,021 0,012 0,013 0,011
Varianz 0,016 0,003 0,001 0,001 0,001
Std.Abweichung 0,128 0,052 0,030 0,032 0,028
Variationskoeffizient 0,435 0,059 0,023 0,022 0,017
Median 0,250 0,857 1,310 1,435 1,615
geom. Mittelwert 0,272 0,876 1,315 1,431 1,611

Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,008, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

IL2 Hep. | IL2PVC
(Mittelwert) Auto IL2 NS IL2 Leerw. 120min 120min
Auto 0,29400 -0,5833* -1,0210* -1,1374* | -1,3168*
Ja
IL2 NS 0,87733 (p<0,001) -0,4377 -0,5541* | -0,7335*
Ja Ja
IL2 Leerw. 1,31500 (p<0,001) | (p<0,001) - -0,1164 | -0,2958*
Ja Ja Nein
IL2 Hep. 120min 1,43143 (p<0,001) | (p<0,001) | (p=0,053) -0,1794*
Ja Ja Ja
IL2 PVC 120min 1,61094 (p<0,001) | (p<0,001) | Ja (p<0,001) | (pP<0,001)
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Grafik 3.77 : MW und SF des Interleukin-2 in der Monozytenpopulation
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Grafik 3.78 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
Interleukin-2 in der Monozytenpopulation

Granulozyten

IL2FITC | IL2 FITC
IL2 FITC IL2 FITC | Heparin PVC

Autofluoreszenz Neg.Staining | Leerwert | 120min | 120min
giltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 1,651 2,618 3,321 3,292 3,457
Std.Fehler des MW 0,078 0,064 0,054 0,055 0,103
Varianz 0,037 0,025 0,018 0,018 0,064
Std.Abweichung 0,192 0,158 0,133 0,134 0,253
Variationskoeffizient 0,116 0,060 0,040 0,041 0,073
Median 1,628 2,625 3,313 3,352 3,575
geom. Mittelwert 1,642 2,614 3,319 3,289 3,449

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,71, Leerwert gegen PVC 120min p=0,273, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,187. Es bestehen keine signifikanten
Unterschiede.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

IL2 Hep. IL2 PVC

(Mittelwert) Auto IL2 NS | 120min IL2 Leerw. 120min

Auto 1,65137 - -0,9708* | -1,6715* -1,6408* -1,8070*

Ja

IL2 NS 2,61762 (p<0,001) o -0,7007* -6700* -0,8362*
Ja Ja

IL2 Hep. 120min 3,29168 (p<0,001) | (p<0,001) 3,027E-02 -0,1355

IL2 Leerw. 3,32133 Ja Ja Nein - -0,1662
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(p<0,001) | (p<0,001) | (p=1,0)
Ja Ja Nein
IL2 PVC 120min 3,45680 (p<0,001) | (p<0,001) | (p=1,0) Nein (p=1,0) -
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Grafik 3.79 : MW und SF des Interleukin-2 in der Granulozytenpopulation

3.2.3.3 Ergebnisse TNF-a

Lymphozyten
IL TNF- IL TNF
IL TNF-alpha IL TNF- alpha FITC | alpha FITC

FITC alpha FITC Heparin PVC
Autofluoreszenz | Neg.Staining | Leerwert 120min 120min

gultige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,160 0,306 0,511 0,539 0,621
Std.Fehler des MW 0,004 0,024 0,005 0,003 0,010
Varianz 0,000 0,004 0,000 0,000 0,001
Std.Abweichung 0,010 0,059 0,011 0,007 0,025
Variationskoeffizient 0,062 0,194 0,022 0,013 0,040
Median 0,165 0,305 0,508 0,540 0,630
geom. Mittelwert 0,160 0,302 0,511 0,539 0,621

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05

(links unten):

‘(Mittelwert)‘ Auto ‘

IL TNF-

alpha NS

alpha

‘ IL TNF-

IL TNF-
alpha

‘ IL TNF

alpha PVC
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Leerw. Hep. 120min
120min
Auto 0,1602 -0,1463* -0,3505* -0,3785*% -0,4612*
Ja
IL TNF-alpha NS 0,3064 | (p<0,001) -0,2042* -0,2322* -0,3148*
Ja Ja
IL TNF-alpha Leerw. 0,5107 (p<0,001) | (p<0,001) - -2,80E-02 | -0,1107*
IL TNF-alpha Hep. Ja Ja Nein -8,2667E-
120min 0,5387 (p<0,001) | (p<0,001) (p=1,0) - 02
IL TNF alpha PVC Ja Ja Ja Ja
120min 0,6213 | (p<0,001)| (p<0,001) | (p<0,001) | (p=0,001)
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Grafik 3.80 : MW und SF des TNF-a. in der Lymphozytenpopulation

Monozyten
IL TNF- IL TNF
IL TNF-alpha IL TNF- alpha FITC | alpha FITC
FITC alpha FITC Heparin pPvC
Autofluoreszenz | Neg.Staining | Leerwert 120min 120min
gultige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,557 0,443 1,566 1,470 1,463
Std.Fehler des MW 0,058 0,044 0,018 0,027 0,013
Varianz 0,020 0,012 0,002 0,005 0,001
Std.Abweichung 0,142 0,107 0,043 0,067 0,031
Variationskoeffizient 0,255 0,242 0,028 0,046 0,022
Median 0,586 0,454 1,554 1,473 1,469
geom. Mittelwert 0,540 0,432 1,566 1,468 1,462

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,0143, Leerwert gegen PVC 120min p=0,007, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,882. Es besteht ein signifikanter Unterschied zw.
dem Leerwert und heparinbeschichtetem PVC 120min, sowie ein
hochsignifikanter Unterschied zw. dem Leerwert und PVC 120min.
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Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

TNF alpha | TNF-alpha
Leerw. Hep. TNF-alpha
Mittelw. Auto NS 120min 120min PVC.
Auto 0,5574 0,1143 -1,0088* -0,9122* -0,9053*
Nein
TNF alpha NS 0,4432 | (p=0,344) -1,1232* -1,0265* -1,0197*
Ja Ja
TNF alpha Leerw. 1,5666 | (p<0,001) |(p<0,001) 9,667E-02 0,1035
TNF-alpha Hep. Ja Ja Nein
120min 1,4697 | (p<0,001) |(p<0,001)| (p=0,7029 6,833E-03
TNF-alpha PVC Ja Ja Nein Nein
120min. 1,4627 | (p<0,001) |(p<0,001)| (p=0,537) | (p=1,0)
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Grafik 3.81 : MW und SF des TNF-a in der Monozytenpopulation

Granulozyten

IL TNF- IL TNF

IL TNF-alpha IL TNF- alpha FITC | alpha FITC

FITC alpha FITC Heparin pPvC

Autofluoreszenz | Neg.Staining | Leerwert 120min 120min
glltige Félle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,456 2,137 3,578 3,688 4,177
Std.Fehler des MW 0,050 0,194 0,036 0,084 0,029
Varianz 0,015 0,226 0,008 0,042 0,005
Std.Abweichung 0,122 0,475 0,088 0,205 0,072
Variationskoeffizient 0,268 0,222 0,024 0,055 0,017
Median 0,417 2,200 3,595 3,780 4,170
geom. Mittelwert 0,443 2,088 3,577 3,683 4,176

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.
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T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,254, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
zwischen dem Leerwert und PVC120min, sowie zw. beiden 120min-Werten.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

TNF- TNF-alpha | TNF alpha
TNF- alpha Hep. PVvC
(Mittelwert) | Auto alpha NS | Leerw. 120min 120min
Auto 0,45617 -1,6812% | -3,1222* -3,2322* -3,7205*
Ja
TNF-alpha NS 2,13733 | (p<0,001) == -1,4410* -1,5510* -2,0393*
Ja Ja
TNF-alpha Leerw. 3,567833 | (p<0,001) | (p<0,001) - -0,1100 -0,5983*
TNF-alpha Hep. Ja Nein Nein
120min 3,68833 | (p<0,001)| (p=1,0) (p=1,0) 0,4883*
TNF alpha PVC Ja Ja Ja Ja
120min 4,17667 | (p<0,001) | (p=0,003) | (p=0,019) | (p=0,019) -
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Grafik 3.82 : MW und SF des TNF-a. in der Granulozytenpopulation
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Grafik 3.83 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des TNF-

o in der Granulozytenpopulation
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Abb. 3.17 : Optisches Messergebnis HeatShock Protein HSP 70

3.2.4.2 Ergebnisse HeatShock
FITC Gesamt
Neg. 120min | 120 min
Staining Autofluoreszenz Leerwert Heparin PVC
gultige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,238 1,202 16,683 20,167 21,575
Std.Fehler des MW 0,069 0,082 0,344 0,380 0,185
Varianz 0,029 0,041 0,710 0,867 0,206
Std.Abweichung 0,170 0,202 0,842 0,931 0,454
Variationskoeffizient 0,713 0,168 0,050 0,046 0,021
Median 0,180 1,125 16,950 20,000 21,775
geom. Mittelwert 0,189 1,189 16,665 20,149 21,571

Keine AusreiRer im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhéngige Stichproben: Leerwert gegen Heparin 120min p<0,001,
Leerwert gegen PVC 120min p<0,001. Heparin 120min gegen PVC 120min p=0,007.
Es bestehen hochsignifikante Unterschiede bei allen Vergleichen

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

Negative 120min
Auto Staining Leerw. 120 min PVC
(Mittelwert) | Gran. Gran. Gran. Hep. Gran. Gran.
Auto Gran. 1,202 -0,9640 | 16,4457* | -19,9290* |21,3373*
Nein - -
Negative Staining Gran. 0,238 (p=0,111) - 15,4817* -18,965* 20,3733*
Leerw. Gran. 16,683 |Ja Ja -3,4833* | -4,8917*
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(p<0,001) | (p<0,001)
Ja Ja Ja
120 min Hep. Gran. 20,167 | (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) -1,4083*
Ja Ja Ja
120min PVC Gran. 32,565 | (p<0,001) | (p<0,001) |(p<0,001) | Ja (p=0,005) ---
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Grafik 3.84 : MW und SF des FITC-Gesamtsignals des HeatShock 70-Antikdrpers
Uber alle Leukozytenpopulationen hinweg. Ansteigende Werte gegentiber Autofl. und
NS. Geringe Anstiege zwischen Leerwert und den beiden Schlauchtypen.
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Grafik 3.85 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) des
FITC-Gesamtsignals des HeatShock 70-Antikdrpers Uber alle
Leukozytenpopulationen hinweg. Ansteigende Werte gegeniber Autofl. und NS.
Geringe Anstiege zwischen Leerwert und den beiden Schlauchtypen.

Lymphozyten
Negative 120min
Staining Autofluoreszenz Leerwert Heparin 120 min
Ly. Ly. Ly. Ly. PVC Ly.
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glltige Félle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,762 1,468 9,720 10,925 10,400
Std.Fehler des MW 0,137 0,028 0,277 0,224 0,181
Varianz 0,112 0,005 0,460 0,300 0,196
Std.Abweichung 0,335 0,068 0,678 0,547 0,443
Variationskoeffizient 0,439 0,046 0,070 0,050 0,043
Median 0,855 1,480 9,905 11,100 10,400
geom. Mittelwert 0,610 1,467 9,700 10,913 10,392

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,0069, Leerwert gegen PVC 120min p=0,066, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,977. Es besteht ein

Unterschied zw. dem Leerwert und heparinbeschichtetem PVC 120min.

hochsignifikanter

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05

(links unten):

Negative 120min
Auto Staining Leerw. 120 min PvC
(Mittelwert) | Gran. Gran. Gran. Hep. Gran. | Gran.
Auto Gran. 1,468 - -0,7067 -8,9583* -10,1366* | 9,6383*
Nein N
Negative Staining Gran. 0,762 (p=0,140) -8,2517* | -9,4567* |8,9317*
Ja Ja
Leerw. Gran. 9,720 | (p<0,001) | (p<0,001) -1,2050* | -0,680
Ja Ja Ja
120 min Hep. Gran. 10,925 | (p<0,001) | (p<0,001) |(p<0,001) 0,5250
Ja Ja Nein Nein
120min PVC Gran. 10,4 (p<0,001) | (p<0,001) |(p=0,176)| (p=0,608) -
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Grafik 3.86 : MW und SF der

HeatShock 70 MeanFluorescence in der

Lymphozytenpopulation. Anstiege geg. Autofl. und NS, ebenfalls ansteigender Wert
zw. Leerwert und Heparinbeschichtung, leichtes Absinken im PVC-Schlauch geg.

Leerwert.
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Monozyten

Negative 120min | 120 min
Staining Autofluoreszenz Leerwert Heparin PVC
Mono. Mono. Mono. Mono. Mono.
gultige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,157 0,679 27,200 30,978 30,250
Std.Fehler des MW 0,058 0,032 0,268 0,499 0,659
Varianz 0,020 0,006 0,432 1,492 2,603
Std.Abweichung 0,141 0,079 0,657 1,222 1,613
Variationskoeffizient 0,898 0,116 0,024 0,039 0,053
Median 0,095 0,685 27,150 30,750 30,150
geom. Mittelwert 0,125 0,675 27,193 30,959 30,215

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,398. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
zwischen dem Leerwert und heparinbeschichtetem PVC 120min bzw. PVC
120min.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

Negative 120min
Auto Staining Leerw. 120 min PVvC
(Mittelwert) | Gran. Gran. Gran. Hep. Gran. | Gran.
Auto Gran. 0,679 - -0,5217 | 27,0426* | -30,7376* |30,0926*
Nein - -
Negative Staining Gran. 0,157 (p=1,0) - 26,5208* | -30,2158* |29,5708*
Ja Ja
Leerw. Gran. 27,2 (p<0,001) | (p<0,001) -3,6950% | -3,0500%
Ja Ja Ja
120 min Hep. Gran. 30,978 | (p<0,001) | (p<0,001) |(p<0,001) 0,6450
Ja Ja Ja
120min PVC Gran. 30,250 | (p<0,001) | (p<0,001) |(p<0,001)| Nein (p=1,0) | ---
+ Standardfehler |
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Grafik 3.87 : MW und SF der HeatShock 70 MeanFluorescence in der
Monozytenpopulation. Anstiege geg. Autofl. und NS, ebenfalls ansteigender Wert zw.
Leerwert und Heparinbeschichtung, leichtes Absinken im PVC-Schlauch geg.
Leerwert.
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Grafik 3.88 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
HeatShock 70 MeanFluorescence in der Monozytenpopulation Anstiege geg. Autofl.
und NS, ebenfalls ansteigender Wert zw. Leerwert und Heparinbeschichtung,
leichtes Absinken im PVC-Schlauch geg. Leerwert.

Granulozyten

Negative 120min | 120 min
Staining Autofluoreszenz Leerwert Heparin PVC
Gran. Gran. Gran. Gran. Gran.
giltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,128 1,180 23,517 27,708 27,133
Std.Fehler des MW 0,029 0,034 0,432 0,254 0,286
Varianz 0,005 0,007 1,122 0,386 0,491
Std.Abweichung 0,072 0,083 1,059 0,622 0,700
Variationskoeffizient 0,560 0,071 0,045 0,022 0,026
Median 0,095 1,170 23,500 27,700 27,300
geom. Mittelwert 0,114 1,178 23,497 27,703 27,126

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,164. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
zwischen dem Leerwert und heparinbeschichtetem PVC 120min, sowie
zwischen dem Leerwert und PVC 120min.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen

Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):
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Negative 120min
Auto Staining Leerw. 120 min PVvC
(Mittelwert) | Gran. Gran. Gran. Hep. Gran. | Gran.
Auto Gran. 1,180 -1,0520 | 23,3887* | -27,5803* |26,9881*
Nein -
Negative Staining Gran. 0,128 (p=0,08) o -22,3367 | -26,5283* |25,9367*
Ja Ja
Leerw. Gran. 23,517 (p<0,001) | (p<0,001) - -4,1917* -3,600*
Ja Ja Ja
120 min Hep. Gran. 27,708 | (p<0,001) | (p<0,001) |(p<0,001) 0,5917
Ja Ja Ja Nein
120min PVC Gran. 27,133 | (p<0,001) | (p<0,001) |(p<0,001) (p=1,0)
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Grafik 3.89 : MW und SF der HeatShock 70 MeanFluorescence in der
Granulozytenpopulation . Anstiege geg. Autofl. und NS, ebenfalls ansteigender Wert
zw. Leerwert und Heparinbeschichtung, leichtes Absinken im PVC-Schlauch geg.
Leerwert.
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Grafik 3.90 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
HeatShock 70 MeanFluorescence in der Granulozytenpopulation Anstiege geg.
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Autofl. und NS, ebenfalls ansteigender Wert zw. Leerwert und Heparinbeschichtung,
leichtes Absinken im PVC-Schlauch geg. Leerwert.

3.2.5 Thrombozytenstudien
3.25.1 CDA41FITC an Thrombozyten

CD41 CDh41 | CD41
Auto- FITC CD 41 FITC FITC |CD41FITC| CD41FITC
fluores- | Negative | FITC |Heparin| PVC |ADP-Nach-|120minGlas-

zenz | Staining | Leerwert | 120min | 120min | aktivierung kugeln
gultige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 | 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,060 0,245 1,386 1,181 | 0,736 0,814 0,766
Std.Fehler des MW | 0,006 0,010 0,032 0,028 | 0,187 0,015 0,018
Varianz 0,000 0,001 0,006 0,005 | 0,209 0,001 0,002
Std.Abweichung 0,015 0,025 0,077 0,068 | 0,457 0,036 0,044
Variationskoeffizient| 0,243 0,100 0,056 0,057 | 0,621 0,044 0,057
Median 0,067 0,253 1,355 1,163 | 0,927 0,814 0,750
geom. Mittelwert 0,058 0,244 1,385 1,180 | 0,504 0,813 0,765

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,0016, Leerwert gegen PVC 120min p=0,006, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,040, Leerwert gegen ADP-Aktivierung 120min
p<0,001, Leerwert gegen Glaskugeln 120min p<0,001. Es bestehen
hochsignifikante  Unterschiede bei allen Vergleichen, auBBer zw.
heparinbeschichtetem PVC 120min und PVC120min (signifikant)

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

CD41 CD 41 CD 41 CD 41
(Mittel- CDh 41 Hep. PVC Hep. 120minGl
wert) Auto CD41NS | Leerw. | 120min |120min| 120min as
Auto 0,06 -0,1849 | -1,3261* | -1,1210* | 0,6759*| -0,7536* | -0,7060*
Nein -
CD41 NS 0,245 | (p=1,0) -1,1412* | -0,9361* | 0,4909* | -0,5686* | -0,5210*
CD 41 Ja Ja
Leerw. 1,386 | (p<0,001) | (p<0,001) 0,2051 |0,6502*|0,572533*| 0,6201*
CDA41 Hep. Ja Ja Nein
120min 1,181 | (p<0,001) | (p<0,001) | (p=1,0) 0,4451* | 0,36743* | 0,4150*
CD 41 PVC Ja Ja Ja Ja -3,011e-
120min 0,736 | (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) | (p=0,003) | ---- -7,77e-02 02
CD 41 Hep. Ja Ja Ja Ja Nein 4,7616e-
120min 0,814 | (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) | (p=0,023) | (p=1,0) 02
CD 41 Ja Ja Ja Ja Nein Nein
120minGlas | 0,766 | (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) | (p=0,006) | (p=1,0) | (p=1,0) -
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Grafik 391 : MW und SF der CD41 MeanFluorescence in der

Thrombozytenpopulation. Anstiege geg. Autofl. und NS, abfallende Werte gegentiber
dem Leerwert fir PVC- und Heparinschlauch, ebenso fiir Nachaktivierung und
Glaskugel-Aktivierung.

3.25.2 Thrombozytenadhasion an Leukozyten

Lymphozyten
CD41
CD41 FITC CD41 FITC
Negative | CD41 FITC | Heparin PVC
Autofluoreszenz Staining Leerwert 120min 120min
gultige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,504 1,562 11,667 15,500 17,583
Std.Fehler des MW 0,049 0,048 0,422 0,428 0,583
Varianz 0,014 0,014 1,067 1,100 2,042
Std.Abweichung 0,120 0,119 1,033 1,049 1,429
Variationskoeffizient 0,238 0,076 0,089 0,068 0,081
Median 0,557 1,551 12,000 15,500 17,500
geom. Mittelwert 0,491 1,558 11,627 15,470 17,536

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,016. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen, aufler zw. heparinbeschichtetem PVC 120min und
PVC120min (signifikant)

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

CD41 CD41

CD41 CD41 FITC FITC
Negative FITC Heparin PVC
(Mittelwert) Auto Staining | Leerwert | 120min | 120min
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Auto 0,504 - -1,0559 | 11,1623* | -14,996* | -17,079*
Nein -
CD41 NS 1,562 (p=0,580) 10,1064* | -13,939* | -16,023*
Ja Ja
CD41 Leerwert 11,667 (p<0,001) | (p<0,001) -3,8333* | -5,9166*
Ja Ja Ja
CD41 Heparin 120min 15,500 (p<0,001) (p<0,001) | (p<0,001) — -2,0833
Ja Ja Ja Ja
CD41 PVC 120min 17,583 | (p<0,001) (p<0,001) | (p<0,001) | (p=0,006) |  ----
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Grafik 3.92 : MW und SF der CD41 MeanFluorescence bei Beobachtung in der
Lymphozytenpopulation. Zunehmende Anheftung von CD41-pos. Thrombozyten an
Lymphozyten (Heparinbeschichtung < PVC)
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Grafik 3.93 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
CD41 MeanFluorescence bei Beobachtung in der Lymphozytenpopulation.
Zunehmende Anheftung von CD41-pos. Thrombozyten an Lymphozyten
(Heparinbeschichtung < PVC)
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Granulozyten

CD41

CD41 FITC CD41 FITC
Negative | CD41 FITC | Heparin PvC
Autofluoreszenz Staining Leerwert 120min 120min
gultige Félle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,247 0,490 1,288 1,385 1,522
Std.Fehler des MW 0,099 0,066 0,016 0,008 0,016
Varianz 0,058 0,026 0,002 0,000 0,002
Std.Abweichung 0,241 0,162 0,039 0,021 0,039
Variationskoeffizient 0,977 0,330 0,030 0,015 0,026
Median 0,222 0,400 1,290 1,395 1,505
geom. Mittelwert 0,116 0,472 1,288 1,385 1,521

Keine Ausreil3er im Datenbestand. Alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,016. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05

(links unten):

CD41 CD41
CD41 CD41 FITC FITC
Negative FITC Heparin PVvC
(Mittelwert) | Autofluoreszenz | Staining | Leerwert | 120min | 120min
Autofluoreszenz 0,2470 -0,2429* | -1,0413* | 1,13796* | -1,2746*
CD41 Negative Ja
Staining 0,4900 (p=0,040) -0,7983* | -0,8950* | -1,0317*
Ja Ja
CDA41 FITC Leerwert 1,2883 (p<0,001) (p<0,001) -9,66e-02 | -0,2333
CDA41 FITC Heparin Ja Ja Nein
120min 1,3850 (p<0,001) (p<0,001) | (p=1,0) -0,13667
CD41 FITC PVC Ja Ja Nein Nein
120min 1,5217 (p<0,001) (p<0,001) | (p=0,054) | (p=0,864)
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Grafik 3.94 : MW und SF der CD41 MeanFluorescence bei Beobachtung in der
Granulozytenpopulation.  Gering zunehmende  Anheftung von CDA41-pos.
Thrombozyten an Granulozyten (Heparinbeschichtung < PVC)
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Grafik 4.95 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
CD41 MeanFluorescence bei Beobachtung in der Granulozytenpopulation. Gering
zunehmende Anheftung von CD41-pos. Thrombozyten an Granulozyten
(Heparinbeschichtung < PVC)

3.2.5.3 Fibrinogenadhasion an Leukozyten (monoklonaler Antikérper)

Granulozyten

Fibrinogen Fibrinogen | Fibrinogen
PE Fibrinogen | mono. PE mono. PE
Negative mono. PE Heparin PVC
Autofluoreszenz Staining Leerwert 120min 120min
gtiltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,058 0,410 3,517 4,958 7,018
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Std.Fehler des MW 0,006 0,105 0,070 0,042 0,113
Varianz 0,000 0,066 0,030 0,010 0,076
Std.Abweichung 0,015 0,258 0,172 0,102 0,276
Variationskoeffizient 0,259 0,629 0,049 0,021 0,039
Median 0,061 0,400 3,500 4,975 6,975
geom. Mittelwert 0,056 0,336 3,513 4,957 7,014

Keine Ausreil3er, alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

Fibrinogen Fibrinogen | Fibrinogen
PE Fibrinogen | mono. PE | mono. PE
Negative | mono. PE | Heparin PVC
(Mittelwert) Auto Staining Leerwert 120min 120min
Autofluoreszenz 0,05822 - -0,3513* -3,4585* -4,900* -6,9601*
Fibrinogen PE Ja
NS 0,40958 (p=0,039) -3,1070* -4,5488* | -6,60875*
Fibrinogen Ja Ja
mono. Leerw. 3,51667 (p<0,001) (p<0,001) P -1,4417* | -3,50167*
Fibrinogen Ja Ja Ja
mono. PE Hep. 4,95833 (p<0,001) (p<0,001) | (p<0,001) -2,0600%
Fibrinogen Ja Ja Ja Ja
mono. PE PVC 7,01833 (p<0,001) (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) o
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Negative mono.PE mono.PE mono.PE PVC
Staining Leerwert Heparin 120min 120min

Grafik 3.96 : MW und SF der Mean Fluorescence des monoklonalen Fibrinogen-
Antikdrpers bei Beobachtung der Granulozytenpopulation. Zunehmende Anheftung
von PE-markiertem Fibrinogen an Granulozyten (Leerwert < Heparinbeschichtung <
PVC)
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Grafik 3.97 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
Mean Fluorescence des monoklonalen Fibrinogen-Antikérpers bei Beobachtung der
Granulozytenpopulation. Zunehmende Anheftung von PE-markiertem Fibrinogen an
Granulozyten (Leerwert < Heparinbeschichtung < PVC)

3.2.5.4 Fibrinogenadhéasion an Leukozyten (polyklonaler Antikérper)

Monozyten
Fibrinogen Fibrinogen | Fibrinogen

PE Fibrinogen poly.PE poly.PE
Negative poly.PE Heparin PVvC

Autofluoreszenz Staining Leerwert 120min 120min
giltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,064 1,486 5,290 6,510 5,863
Std.Fehler des MW 0,008 0,134 0,059 0,105 0,043
Varianz 0,000 0,108 0,021 0,066 0,011
Std.Abweichung 0,020 0,329 0,145 0,258 0,106
Variationskoeffizient 0,305 0,221 0,027 0,040 0,018
Median 0,061 1,607 5,300 6,575 5,870
geom. Mittelwert 0,062 1,453 5,288 6,506 5,863

Keine Ausreil3er, alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p<0,001. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

Fibrinogen | Fibrinogen | Fibrinogen
Fibrinogen poly poly.PVC poly.
(Mittelwert) Auto NS Leerw. 120min | Hep.120min
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Auto 0,06407 ---- -1,4236* -5,2271* -6,447* -5,800*
Ja
Fibrinogen NS 1,48640 (p<0,001) ---- -3,8036* -5,0236* -4,3769*
Fibrinogen poly Ja Ja
Leerw. 5,29000 (p<0,001) | (p<0,001) - -1,2200* -0,5733*
Fibrinogen Ja Ja Ja
poly.PVC 120min 5,86333 (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) ---- 0,6467*
Fibrinogen poly. Ja Ja Ja Ja
Hep.120min 6,51000 (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) -
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Grafik 3.98 : MW und SF der MeanFluorescence des polyklonalen Fibrinogen-
Antikodrpers bei Beobachtung der Monozytenpopulation. Zunehmende Anheftung von
PE-markiertem Fibrinogen an Monozyten bei Heparinbeschichtung, schwacher
ausgepragt bei PVC.
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Grafik 3.99 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
MeanFluorescence des polyklonalen Fibrinogen-Antikdrpers bei Beobachtung der
Monozytenpopulation. Zunehmende Anheftung von PE-markiertem Fibrinogen an
Monozyten bei Heparinbeschichtung, schwacher ausgepragt bei PVC.
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Granulozyten

Fibrinogen Fibrinogen | Fibrinogen

PE Fibrinogen poly.PE poly.PE
Negative poly.PE Heparin PVvC

Autofluoreszenz Staining Leerwert 120min 120min
gultige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,055 1,105 6,017 8,417 9,625
Std.Fehler des MW 0,008 0,089 0,048 0,070 0,118
Varianz 0,000 0,048 0,014 0,030 0,084
Std.Abweichung 0,019 0,219 0,117 0,172 0,289
Variationskoeffizient 0,351 0,198 0,019 0,020 0,030
Median 0,048 1,053 6,000 8,450 9,650
geom. Mittelwert 0,052 1,090 6,016 8,415 9,621

Keine AusreilRer, alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,016. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

Fibrinogen | Fibrinogen | Fibrinogen
Fibrinogen poly poly. poly.PVC
(Mittelwert) Auto NS Leerw. Hep.120min 120min
Auto 0,0550 -1,0485* -5,9617* -8,3617* -9,5700*
Ja
Fibrinogen NS 1,1050 (p<0,001) -4,91312* -7,313* -8,5215*
Fibrinogen poly Ja Ja
Leerw. 6,0167 (p<0,001) | (p<0,001) -2,400* -3,6083*
Fibrinogen poly. Ja Ja Ja
Hep.120min 8,4167 (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) -1,2083*
Fibrinogen Ja Ja Ja Ja
poly.PVC 120min 9,6250 (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) (p<0,001)
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Grafik 3.100 : MW und SF der MeanFluorescence des polyklonalen Fibrinogen-
Antikérpers bei Beobachtung der Granulozytenpopulation. Zunehmende Anheftung
von PE-markiertem Fibrinogen an Granulozyten. (Leerwert < Heparinbeschichtung <
PVC)
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Grafik 3.101 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
MeanFluorescence des polyklonalen Fibrinogen-Antikdrpers bei Beobachtung der
Granulozytenpopulation. Zunehmende Anheftung von PE-markiertem Fibrinogen an
Granulozyten. (Leerwert < Heparinbeschichtung < PVC).

3.2.5.5 Fibrin-Adhé&sion an Thrombozyten

Fibrin Fibrin | Fibrin

Auto- PE Fibrin PE PE Fibrin PE | Fibrin PE
fluores- | Negative PE Heparin| PVC | ADP-Nach- 120min

zenz | Staining | Leerwert | 120min | 120min | aktivierung | Glaskugeln
glltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 | 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,215 0,344 4,207 3,633 | 4,872 4,477 39,867
Std.Fehler des MW | 0,052 0,011 0,494 0,141 | 0,351 0,041 1,579
Varianz 0,016 0,001 1,462 0,120 | 0,738 0,010 14,967
Std.Abweichung 0,128 0,027 1,209 0,346 | 0,859 0,100 3,869
Variationskoeffizient| 0,598 0,077 0,287 0,095 | 0,176 0,022 0,097
Median 0,169 0,350 4,850 3,500 4,845 4,455 41,000
geom. Mittelwert 0,185 0,343 4,025 3,621 4,802 4,476 39,704

Keine Ausreil3er, alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p=0,290, Leerwert gegen PVC 120min p=0,297, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,008, Leerwert gegen ADP-Nachaktivierung 120min
p=0,598, Leerwert gegen Glaskugeln 120min p<0,001. Es bestehen
hochsignifikante Unterschiede zwischen heparinbeschichtetem PVC 120min
und PVC 120min, sowie zw. dem Leerwert und Glaskugeln 120min.
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Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

Fibrin
Fibrin Fibrin PVC Fibrin Fibrin 120min
(Mittelwert) Auto NS Fibrin Leerw. | Hep.120min | 120min ADP Glas
Auto 0,215 —- -0,1295 -3,9920* -3,41869* -4,6570* | -4,2620* -39,6520*
Nein
Fibrin NS 0,344 (p=1,0) -3,8624* -3,2891* -4,5274* | -4,1324* -39,522*
Ja Nein
Fibrin Leerw. 4,207 (p=0,002) | (p=1,0) 0,5733 -0,6650 | -0,2700 -35,66*
Fibrin Ja Ja Nein
Hep.120min 3,633 (p=0,013) | (p=0,003) (p=1,0) -1,2383 | -0,84333 -36,233*
Fibrin PVC Ja Ja Nein Nein
120min 4,872 (p<0,001) | (p=0,019) (p=1,0) (p=1,0) 0,3950 -34,995%
Ja Ja Nein Nein Nein
Fibrin ADP 4,477 (p=0,001) | (p=0,001) (p=1,0) (p=1,0) (p=1,0) -35,39*
Fibrin Ja Ja Ja Ja Ja Ja
120min Glas 39,867 (p<0,001) | (p<0,001) (p<0,001) (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001)
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Grafik 3.102 : MW und SF der MeanFluorescence des Fibrin-Antikdrpers in der
Thrombozytenpopulation. Keine Anheftung von Fibrin an Thrombozyten in Leerwert,
Heparinbeschichtung und PVC-Schlauch, jedoch starke Anheftung bei Zugabe von
Glaskugeln in einen PVC-Schlauch.

3.25.6 CD 62P auf Thrombozyten

CD62P CD62P CD62P

Negative CD62P Heparin PvC
Autofluoreszenz Staining Leerwert 120min 120min

glltige Falle 6,000 6,000 6,000 6,000 6,000
Mittelwert 0,126 0,197 5,167 6,675 14,000
Std.Fehler des MW 0,075 0,022 0,099 0,131 0,289
Varianz 0,034 0,003 0,059 0,104 0,500
Std.Abweichung 0,184 0,053 0,242 0,322 0,707
Variationskoeffizient 1,467 0,268 0,047 0,048 0,051
Median 0,057 0,200 5,100 6,650 14,000
geom. Mittelwert 0,068 0,190 5,162 6,669 13,985

Keine Ausreil3er, alle Wertereihen sind normalverteilt.
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T-Test fur unabhangige Stichproben: Leerwert gegen heparinbeschichtetes PVC
120min p<0,001, Leerwert gegen PVC 120min p<0,001, heparinbeschichtetes PVC
120min gegen PVC 120min p=0,016. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede
bei allen Vergleichen.

Kritische Mittelwert-Differenzen als ANOVA mit Bonferroni-Korrektur zwischen
Gruppenpaaren (rechts oben) und Signifikanzwertung mit Signifikanzgrenze p=0,05
(links unten):

CD62P | CD62P Hep. | CD62P PVC
(Mittelwert) Auto CD62P NS | Leerw. 120min 120min
Auto 0,1256 === -7,123e-02 | -5,0412* -6,549* -13,8746*
Nein

CD62P NS 0,1967 (p=1,0) - -4,9700* -6,4783* -13,8033*
Ja Ja

CD62P Leerw. 5,1667 | (p<0,001)| (p<0,001) -1,5083* -8,833*
Ja Ja Ja

CD62P Hep. 120min 6,6750 | (p<0,001)| (p<0,001) |(p<0,001) -7,3250*
Ja Ja Ja Ja

CD62P PVC 120min 14,0000 | (p<0,001)| (p<0,001) | (p<0,001)| (p<0,001)
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Grafik 3.103 : MW und SF der MeanFluorescence des CD62P-Antikdrpers (PE) bei
Beobachtung der Thrombozytenpopulation. Steigende Werte gegeniber
Autofluoreszenz  und NS. Schwach starkere Markierung der Thr. im
heparinbeschichteten Schlauch geg. Leerwert, starker Anstieg im PVC-Schlauch.
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Grafik 3.104 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
MeanFluorescence des CD62P-Antikdrpers (PE) bei Beobachtung der
Thrombozytenpopulation. Steigende Werte gegentuber Autofluoreszenz und NS.
Schwach stéarkere Markierung der Thr. im heparinbeschichteten Schlauch geg.
Leerwert, starker Anstieg im PVC-Schlauch.

3.3.0 Zellzahlen
3.3.1 Thrombozytenzahl

Thr. Thr. Thr.
Heparin Heparin 60 | Heparin | Thr.PVC | Thr. PVC | Thr. PVC
Thr Tsd./ul Kontrolle min. 120 min. |Kontrolle| 60 min. 120 min.
gultige Falle 7,000 7,000 7,000 13,000 13,000 13,000
Mittelwert 253,429 253,857 257,571 263,385 | 219,923 232,462
Std.Fehler des MW 19,645 21,340 20,721 6,387 9,884 7,378
Varianz 2701,619 3187,810 3005,619 530,256 | 1269,910 707,603
Std.Abweichung 51,977 56,461 54,824 23,027 35,636 26,601
Variationskoeffizient 0,205 0,222 0,213 0,087 0,162 0,114
Median 269,000 274,000 280,000 272,000 221,000 243,000
geom. Mittelwert 247,876 247,164 251,230 262,447 | 217,208 231,017

Keine Ausreil3er, alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur nicht-abhangige Stichproben: Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC
60min p=0,9884, Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,8870,
Kontrolle gegen PVC 60min p=0,001, Kontrolle gegen PVC 120min p=0,0041,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,114, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,1799. Es bestehen hochsignifikante
Unterschiede zwischen der Kontrolle und den 60min-Werten, sowie den PVC

120min-Werten.
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Grafik 3.105 : MW und SF der Thrombozytenzahl. Es findet gegentiber dem Leerwert
ein Abfall der Thrombozyten in den Loops statt, der in den PVC-Schlauchen starker
ausgepragt ist, als in den Schlauchen mit Heparinbeschichtung.

3.3.2 Erythrozytenzahl

Ery. Ery. Ery.

Heparin Heparin 60 | Heparin | Ery. PVC | Ery. PVC | Ery. PVC

Mio/ul Kontrolle min. 120 min. |Kontrolle| 60 min. 120 min.
glltige Falle 6,000 6,000 6,000 12,000 12,000 12,000
Mittelwert 4,007 4,050 4,065 4,188 4,246 4,244
Std.Fehler des MW 0,055 0,046 0,053 0,087 0,094 0,101
Varianz 0,018 0,013 0,017 0,091 0,106 0,122
Std.Abweichung 0,135 0,113 0,131 0,302 0,326 0,349
Variationskoeffizient 0,034 0,028 0,032 0,072 0,077 0,082
Median 4,020 4,095 4,110 4,245 4,330 4,340
geom. Mittelwert 4,005 4,049 4,063 4,178 4,234 4,230

Keine Ausreil3er, alle Wertereihen sind normalverteilt.

T-Test fur nicht-abhéngige Stichproben: Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC
60min p=0,5599, Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,464,
Kontrolle gegen PVC 60min p=0,6584, Kontrolle gegen PVC 120min p=0,6793,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,1776, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,247. Es bestehen keine signifikanten
Unterschiede.
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Grafik 3.106 : MW und SF der Erythrozytenzahl. Die Zahl der Erythrozyten bleibt
gegen lber dem Leerwert in den Loops weitgehend konstant.

3.3.3 Leukozytenzahl

Leuko. Leuko. Leuko. Leuko.

Heparin | Heparin Heparin | Leuko.PVC | Leuko.PVC | PVC 120

Tsd/pl Kontrolle | 60 min. 120 min. Kontrolle 60 min. min.

gultige Falle 6,000 6,000 6,000 12,000 12,000 12,000
Mittelwert 7,933 7,917 7,583 6,117 5,817 5,825
Std.Fehler des MW 0,675 0,676 0,598 0,514 0,504 0,486
Varianz 2,731 2,742 2,146 3,176 3,054 2,835
Std.Abweichung 1,652 1,656 1,465 1,782 1,748 1,684
Variationskoeffizient | 0,208 0,209 0,193 0,291 0,300 0,289
Median 9,000 8,750 8,400 5,600 5,200 5,300
geom. Mittelwert 7,774 7,757 7,454 5,887 5,589 5,612

Keine Ausreil3er, alle Wertereihen normalverteilt.

T-Test fur nicht-abhangige Stichproben: Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC
60min p=0,9864, Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,7059,
Kontrolle gegen PVC 60min p=0,6812, Kontrolle gegen PVC 120min p=0,6842,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,0266, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,0451. Es finden sich signifikante
Unterschiede zw. heparinbeschichtetem PVC 60min und PVC 60min, sowie zw.
heparinbeschichtetem PVC 120min und PVC 120min.
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Grafik 3.107 : MW und SF der Leukozytenzahl. Die Zellzahlen bleiben weitgehend
konstant gegenuber ihren Kontrollwerten.

3.4.0 Humorale Marker
3.4.1 B-Thromboglobulin

beta-TG | beta-TR beta-TG beta- beta-TG
Heparin | Heparin Heparin TGPVC beta-TG PVC 120
beta-TG IU/ml Kontrolle| 60 min. 120 min. Kontrolle | PVC 60 min. min.
glltige Falle 7,000 7,000 7,000 13,000 13,000 13,000
Mittelwert 93,897 339,881 379,243 93,710 1683,265 2093,758
Std.Fehler des MW 9,475 27,242 63,623 11,273 158,877 226,879
Varianz 628,412 | 5194,864 | 28335,563 | 1651,985 | 328145,973 | 669164,606
Std.Abweichung 25,068 72,075 168,332 40,645 572,840 818,025
Variationskoeffizient | 0,267 0,212 0,444 0,434 0,340 0,391
Median 83,210 358,700 380,430 106,570 1780,200 1953,730
geom. Mittelwert 91,360 332,107 343,163 83,353 1585,767 1944,791

Keine Ausreil3er, alle Wertereihen normalverteilt.

T-Test fur nicht-abhéngige Stichproben: Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC
60min p<0,001, Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p<0,001,
Kontrolle gegen PVC 60min p<0,001, Kontrolle gegen PVC 120min p<0,001,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p<0,001, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p<0,001. Es finden sich hochsignifikante
Unterschiede bei allen Vergleichen.
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Grafik 3.108 : MW und SF der B-TG-Messung. Es kommt zu einem starken Anstieg
des B-TG in beiden Loops gegeniber der Kontrolle. Dieser Anstieg ist im PVC-
Schlauch stérker ausgepragt, als in den heparinbeschichteten Schlauchen.
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Grafik 3.109 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der B-
TG-Messung. Es kommt zu einem starken Anstieg des B-TG in beiden Loops
gegeniber der Kontrolle. Dieser Anstieg ist im PVC-Schlauch starker ausgepragt, als
in den heparinbeschichteten Schlauchen.

3.4.2 PNM-Elastase

Kontrolle 60 min. 120 Kontrolle 60 min. 120 min.
ug/l Hep. Hep. min.Hep. PVC PVC PVC
glltige Falle 7,000 7,000 7,000 13,000 13,000 13,000
Mittelwert 31,487 45,984 61,900 30,545 59,922 140,842
Std.Fehler des MW 2,451 8,980 5,405 3,160 5,935 21,124
Varianz 42,037 564,533 204,481 129,823 457,881 5800,755
Std.Abweichung 6,484 23,760 14,300 11,394 21,398 76,163
Variationskoeffizient 0,206 0,517 0,231 0,373 0,357 0,541
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Median 28,150 38,890 60,600 28,660 56,610 130,800
geom. Mittelwert 30,968 42,081 60,551 28,694 56,720 127,421
Keine Ausreil3er, alle Wertereihen normalverteilt.

T-Test fur nicht-abhangige Stichproben: Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC
60min p=0,145, Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p<0,001,
Kontrolle gegen PVC 60min p<0,001, Kontrolle gegen PVC 120min p<0,001,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,197, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,015. Es finden sich hochsignifikante
Unterschiede bei allen Vergleichen auf3er heparinbeschichtetes PVC 60 — PVC
60, Kontrolle — heparinbeschichtetes PVC 60, sowie Signifikanz zw. beiden
120min Werten.
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Grafik 3.110 : MW und SF der PNM-Messung. Es kommt zu einem Anstieg des
PNM-Werts in beiden Loops gegentiber der Kontrolle. Dieser Anstieg ist im PVC-
Schlauch starker ausgepréagt, als in den heparinbeschichteten Schlauchen. Zum
Zeitpunkt 60min zeigt der heparinbeschichtete Schlauch den geringsten Unterschied
zum Leerwert/Kontrolle.

3.4.3 SC5b-9 — Komplement

Heparin Heparin Heparin PVvC PVC 60 PVC 120
ng SC5B-9/I Kontrolle | 60 min. 120 min. | Kontrolle min. min.
gultige Félle 7,000 7,000 7,000 13,000 13,000 13,000

Mittelwert 190,241 578,417 882,944 26,185 1104,010 1495,509
Std.Fehler des MW 39,024 43,510 84,768 10,139 121,176 153,982
Varianz 10659,914 | 13251,678 | 50299,884 | 1336,476 | 190888,427 | 308237,525
Std.Abweichung 103,247 115,116 224,276 36,558 436,908 555,191
Variationskoeffizient 0,543 0,199 0,254 1,396 0,396 0,371
Median 176,340 582,690 949,190 2,960 1058,720 1494,680
geom. Mittelwert 164,724 568,806 859,067 — 1013,654 1400,233

Keine Ausreil3er, alle Wertereihen normalverteilt.
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T-Test fur nicht-abhangige Stichproben: Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC
60min p<0,001, Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p<0,001,
Kontrolle gegen PVC 60min p<0,001, Kontrolle gegen PVC 120min p<0,001,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,006, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,0125. Es finden sich hochsignifikante
Unterschiede bei allen Vergleichen.
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Grafik 3.111 : MW und SF der SC5b-9-Messung. Die Loops zeigen stark steigende
Werte gegeniiber den Kontrollen. Der Anstieg ist mit langerer Rotationsdauer starker.
Eine weitere Steigerung ist zwischen Heparin und PVC zu beobachten.
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Grafik 3.112 : Box&Whisker-Grafik (Med. [-],Min./Max [+], 25./95.Perz. [Box]) der
SC5b-9-Messung. Die Loops zeigen stark steigende Werte gegeniiber den
Kontrollen. Der Anstieg ist mit langerer Rotationsdauer starker. Eine weitere
Steigerung ist zwischen Heparin und PVC zu beobachten.

3.4.4 Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT)

Heparin | Heparin 60 | Heparin 120 pPvC PVC 60 PVC 120
Kontrolle min. min. Kontrolle min. min.
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gliltige Falle 7,000 7,000 7,000 13,000 13,000 13,000
Mittelwert 3,456 22,956 28,183 5,872 35,514 35,325
Std.Fehler des MW 0,141 3,049 2,706 1,137 2,741 5,253
Varianz 0,140 65,087 51,244 16,801 97,673 358,679
Std.Abweichung 0,374 8,068 7,158 4,099 9,883 18,939
Variationskoeffizient 0,108 0,351 0,254 0,698 0,278 0,536
Median 3,370 25,640 29,990 5,550 31,090 23,510
geom. Mittelwert 3,439 21,620 27,359 4,762 34,281 30,913

Ein Ausreif3er (1 Wert in PVC Kontrolle:17,15), alle Wertereihen normalverteilt.

T-Test fur nicht-abhangige Stichproben: Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC
60min p<0,001, Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p<0,001,
Kontrolle gegen PVC 60min p<0,001, Kontrolle gegen PVC 120min p<0,001,
heparinbeschichtetes PVC 60min gegen PVC 60min p=0,100, heparinbeschichtetes
PVC 120min gegen PVC 120min p=0,3538. Es finden sich hochsignifikante
Unterschiede bei allen Vergleichen auf3er den direkten Vergleichen zwischen
PVC und heparinbeschichtetem PVC (60/120min)
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Grafik 3.113 : MW und SF der TAT-Messung. Die Werte der Loops steigen
gegeniiber den Kontrollen an. Zu den Zeitpunkten 60min und 120min lassen sich
weitere Anstiege zwischen Heparin- und PVC-Schlauch feststellen.

3.4.5 Prothrombinfragment F1+2

PVC

Heparin | Heparin 60 | Heparin 120 PvC 120

nmol/l Kontrolle min. min. Kontrolle | PVC 60 min.| min.
gultige Falle 7,000 7,000 7,000 13,000 13,000 13,000
Mittelwert 0,590 1,156 1,356 1,026 3,078 4,357
Std.Fehler des MW 0,069 0,209 0,245 0,269 0,408 0,921
Varianz 0,033 0,307 0,420 0,939 2,169 11,019
Std.Abweichung 0,182 0,554 0,648 0,969 1,473 3,320
Variationskoeffizient 0,309 0,479 0,478 0,944 0,478 0,762
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Median 0,710 1,150 1,260 0,760 2,560 2,430
geom. Mittelwert 0,558 1,009 1,224 0,774 2,763 3,389
Keine Ausreil3er, alle Wertereihen auRer der PVC Kontrolle sind normalverteilt.

T-Test fur nicht-abhangige Stichproben: Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC
60min p=0,025, Kontrolle gegen heparinbeschichtetes PVC 120min p=0,0109,
Kontrolle gegen PVC 60min p<0,001, Kontrolle gegen PVC 120min p=0,002,
Heparin 60min gegen PVC 60min p=0,004, heparinbeschichtetes PVC 120min gegen
PVC 120min p=0,0310. Es bestehen hochsignifikante Unterschiede zwischen
der Kontrolle und den 60min/120min-PVC-Werten, sowie zwischen
heparinbeschichtetem PVC 60min und PVC 60min-Werten. Alle weiteren
Vergleiche sind signifikant.
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Grafik 3.114 : MW und SF der F1+2-Messung. Wahrend sich die Werte des Heparin-
Schlauchs bei 60min und 120min Rotation weitgehend konform zur Kontrolle
zeigen, steigen die Werte bei Verwendung einer PVC-Schlauchs stark an, vgl.
Box&Whisker.
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4.0.0 Diskussion

4.1.0 Extrakorporale Zirkulation und Biokompatibilitat

Die Evaluation der Biokompatibilitit von Fremdoberflachen unter Einsatz eines
Simulationsmodells unterscheidet sich grundlegend von Untersuchungen in-vivo.
Unter realen EKZ-Bedingungen ist das kinstliche Perfusionssytem nur eine von
vielen auf den Organismus des Patienten einwirkenden Variablen. Gleichzeitig laufen
verschiedene Prozeduren ab, die ihrerseits EinfluB auf das Organ Blut haben. An
erster Stelle stehen hier Narkose, chirurgische MaBnahmen, Transfusionen oder die
Retransfusion aufbereiteten Saugerbluts. Weiterhin kommen Faktoren wie
Hypothermie durch Einsatz kardioplegischer Ldsungen, eine Hamodilution,
Antikoagulation, Fremdmaterialeinbringung in den Patienten und eine grundlegend
veranderte Hamodynamik hinzu. Die durch das Schlauchsystem auf das Blut
einwirkenden Scherkréfte, sowie mechanische Schaden der Zellen wahrend der EKZ
sind ebenfalls bedeutend.
Von direkter Auswirkung auf die Gerinnung sind die eingesetzten
Gerinnungshemmer wie die systemische Heparingabe. Dem Simulationsmodell
fehlen hierbei folgende biologischen Systeme gegeniiber dem Organismus
- Synthese von koagulations- und fibrinolyseaktiven Plasmaproteinen der Leber
und Thrombozyten im Knochenmark
- kontinuierliche Umwandlung und Abbau dieser Proteine, hauptsachlich in der
peripheren Zirkulation
- Clearance von Koagulations- und Fibrinoylsendprodukten durch das
retikuloendotheliale System (RES)
- Bereitstellung physiologischer Koagulations- und Fibrinolyseinhibitoren auf3er
durch die Zellen im Loop
- Rekrutierung jiingerer Zellen aus dem Knochenmark nach Aktivierung
- Abbau von aktivierten Zellen im RES etc.
Besonders die letzten beiden Punkte lassen Studien zum klinischen Verhalten der

bestimmten Marker notwendig werden.

Fremdoberflachen missen generell als thrombogen eingestuft werden und die
Auslosung des Gerinnungsprozesses durch Fremdoberflachen ist bestens bekannt

und wird angewendet (Gerinnung nach Glaskontakt, Gerinnungsauslésung durch
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Glasperlen in Blutabnahmesystemen). Die Kontaktphasenaktivierung stellt hierbei
den Beginn der Aktivierungskaskade mit Stimulation weitreichender Signalwege
sowohl im immunologischen als auch im plasmatischen Sinne dar und ist gleichzeitig
der Ansatzpunkt im Bestreben hamokompatible Oberflachen zu schaffen. Das
Verstandnis der Fernwirkung kleinster Aktivierungen an verschiedenen Stellen der
EKZ mit Summation von synergistischen Prozessen und der Folgen erscheint
wichtig.

Es wurde in klinischen Studien versucht die bei jeder EKZ zum Standard gehoérenden
systemische Heparingabe bei Présenz eines heparinbeschichteten
Perfusionssystems zu vermindern (40;49) . Das Bestreben einer Reduktion des
systemisch verabreichten Heparins erklart sich aus den Komplikationen der Gabe,
wie verlangerte Blutungszeit, dem Reboundeffekt des Heparins,
Protaminkomplikationen, Thrombozytopenie (HIT | und IlI) und Osteoporosegefahr.
Eine systemische Heparingabe ist derzeit jedoch nicht zu ersetzen, da die
Thrombogenese auf dem Grundpfeilern Anderung der Blutzusammensetzung,
Flussverlangsamung und Endothel-/Kontaktflachenanderung entsteht, und infolge
der EKZ sich diese Verhaltnisse auch innerhalb des Korpers andern mit der Folge
einer Thrombinprasenz. Durch systemische Gabe und kovalente Bindung von
Heparin auf der Fremoberflache lassen sich synergisitsche Effekte erzielen, die der
Gerinnungsaktivierung entgegenwirken kénnen. Aus den angefiihrten Grinden fir
eine Reduktion von systemischem Heparin wird versucht eine ideale ,Titration"
beider Komponenten zu finden (27) .

Viele der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Bestimmungen erlaubten die
Vermutung einer verbesserten Hamokompatibilitdt von heparinbeschichteten
Oberflachen gegeniiber unbeschichtetem Material (medical grade-PVC). Es wurde
fruher angenommen, dass immobilisiertes Heparin (kovalent gebundene
Beschichtung) in erster Linie wahrend der EKZ zirkulierendes Thrombin inaktivieren
und damit die festgestellten positiven Ergebnisse erzielen wirde. Dieser Effekt des
Heparin auf Thrombin bleibt unbestritten, jedoch richtet sich die Material- und
Beschichtungsforschung heute auf die Untersuchung der positiven Effekte von
Heparinbeschichtungen hinsichtlich einer verminderten Komplementaktivierung und
geringeren Proteinabsorption.
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Durch die Vielzahl der durchgefiihrten Bestimmungen lieBen sich die Vorgéange
nach Kontaktphasenaktivierung gut darstellen. Ein gutes Beispiel ist das
Zusammenwirken von Thrombozytenadhésion an Leukozyten mit zunehmender
Expression der pB-Integrine und Freisetzung von Substanzen aus Leukozyten
(Elastase) und die Induktion von enzymatischen Vorgangen innerhalb der Zellen
(Kallikrein-, Peroxidanstiege, Induktion des oxidativen Bursts). Gleiches gibt fur Teile
der Kaskaden im plasmatischen Gerinnungssystem durch die gemessenen Werte
Thrombozytenadasion, Bindung von Fibrin und Fibrinogen, Ansteigen des Thrombin-
Antithrombinkomplexes und Liberation von Prothrombinfragment F1+2, sowie beta-
Thromboglobulin. Hier konnte beobachtet werden, dass die Werte sich entsprechend
den vermuteten Gerinnungsablaufen entwickelten.

Gleiches wurde fur Teile des aktivierten Komplementsystems Uber SC5b-9
(terminaler Komplementkomplex) zum vermehrten Auftreten freier Radikale in Form
von Peroxiden in Leukozyten nachgewiesen. Die gefundenen Messwerte lassen das
Blut im rotierenden Schlauch, Ubertragen auf die extrakorporale Zirkulation, wieder
ein Stiick weniger als ,black box“ erscheinen und tragen zum Verstéandnis der
Gerinnungsablaufe bei.

Die Versuche der hier vorliegenden Arbeit konzentrierten sich auf die Grundpfeiler
der Oberflachenaktivierung: Thrombozyten, Leukozyten, Entziindungssystem und
Immunsystem.

Die Thrombozyten reagierten auf die extrakorporale Zirkulation mit grundlegenden
Veranderungen. Dies betrifft die Morphologie der Plattchen, ihre Oberflache und
Anderungen ihrer Stoffwechselvorgidnge, worauf die die veranderte CD-41-
Markierbarkeit hinweist. Gleichzeitig findet jedoch eine Expression anderer
Rezeptoren statt, wie die Beobachtung der CDG62P-Steigerung zeigt. Die
Heparinbeschichtung vermochte beide Vorgange giinstig zu beeinflussen. Dies traf
auch auf die Adhasion von I8slichen Gerinnungsbestandteilen zu. Es kam zu einer
verminderten Adh&sion von Fibrinogen und Fibrin an Thrombozyten bei Prasenz der
Beschichtung. Von weiterfiihrendem Interesse ware hier das Ausmalfd der Fibrin- und
Fibrinogenanheftung an die Fremdoberflache, da diese einen standigen
Aktivierungsreiz auf die zirkulierenden Zellen ausibt, sowie eine quatitative Analyse
der adhérierten Zellen (24;51) .

Es konnte ebenfalls eine positive Auswirkung der Beschichtung auf die Liberation

von B-Thromboglobulin aus den Granula der Thrombozyten erfasst werden.
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Die Vorgange in und auf den Plattchen korrelieren mit dem allgemeinen
Aktivierungsgrad der Gerinnung und wurden durch die beobachteten plasmatischen
Marker unterstitzt. So kam es zu einem Anstieg der Prothombinfragmente F1+2, des
terminalen Komplementkomplexes SC5b-9 und zu vermehrtem Auftreten von
Thrombin-Antithrombinkomplexen (TAT). Wieder konnte die Heparinbeschichtung
eine hamokompatiblere Umgebung herstellen. Im Gesamtzusammenhang der
einzelnen Parameter wurde die Thrombogenitat der Fremdoberflache offenbar
herabgesetzt.

Die Einzelzellbeobachtungen der DurchfluBzytometrie auf Adhasionen lieBen sich
sinnvoll mit den plasmatischen Markern erganzen, wobei die plasmatischen Marker
ein subjektiv eindeutigeres Verhalten und eine geringere Streuung der Messwerte
zeigten. Dies konnte auf die langere Laborroutine mit den Bestimmungsansatzen im
Sinne einer kontinuierlichen Bearbeitung zurtickzufilhren sein, wobei der kleine
Nachteil durch eine maschinelle Markierung der Thrombozyten fir die
DurchfluBzytometrie unter Umstéanden korrigiert werden koénnte. Es steht derzeit
allerdings keine derart einfache Methode, wie die DurchfluRzytometrie, zur Verfliigung
um Adhésionsstudien an Zellen in groRer Zahl durchzufiihren. Alternativ wére die
Elektronenmikroskopie einsetzbar, die nur einen Teilausschnitt zeigen kann.
Nebenbei sei die in Russland beobachte Erfahrung erwéahnt, dass das Recycling von
bereits verwendeten Perfusionsystemen offenbar ein vermindertes
Aktivierungspotential in nachfolgenden Einsatzen zeigt. Es kommt offenbar zur
Ablagerung von Blutbestandteilen mit der Folge einer hamokompatibleren Schicht
auf der Fremdoberflache, die einer Neointima gleichen kénnte. Dies entspricht sehr

entfernt dem Ziel des Tissue-Engeneering.

Zu den auf die Aktivierung reagierenden Komponenten des Immunsystems gehdrten
insbesondere Leukozyten mit ihren Subpopulationen. Die Leukozyten zeigten ihren
Aktivierungsstatus durch Anderung der Oberflachenrezeptoren und intrazellulére
Stoffwechselveranderungen an.

Die Oberflachenantigene CD11B und CD11C erfuhren eine Aufwarts-Regulierung im
signifikanten Bereich. Dies traf nicht fir die Oberflachenmarker CD18 und CD62L zu.
Hier wurde ein uneinheitliches und nicht erwartetes Reaktionsmuster erfasst. CD18
wurde entgegen anderen Beobachtungen leicht aufreguliert und fir CD62L kam es

zu keinen deutlichen Unterschieden die ein Signifikanzniveau erreicht hatten. Der
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Trend der Abwarts-Regulation war fur CD62L jedoch erkennbar. Fur die B-Integrine
CD11B und CD11C konnte ein Vorteil durch Beschichtung erkannt werden. Von den
drei Leukozytenpopulationen reagierten die Granulozyten am zuverlassigsten. Die
Griinde flr die nicht dem Literaturstand entsprechende Reaktion des CD18 waren

Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Deutliche Unterschiede konnten bei den flowenzymologischen Methoden
beobachtet werden. Die Stoffwechselvorgdnge stiegen teilweise stark an und
konnten durch die Umsetzung von fluoreszenzmarkierten Substraten durch Enzyme
detektiert werden. Sowohl der oxidative Burst und die eng mit ihm verzahnte
Peroxidproduktion, als auch die Prasenz von Kallikrein und die Elastaseaktivitat
stiegen in  Abwesenheit der Heparinbeschichtung starker an als mit
Beschichtungsvorteil der Schlauche. Die Steigerung der Elastaseumsatze mit
fluoreszenzmarkierten Substraten korreliert hierbei mit der gemessenen PMN-
Elastasebestimmung im Plasma. Beide Methoden kontrollieren und erganzen sich
gegenseitig. Signifikante Unterschiede bestanden bei fast allen Vergleichen der
Schlauchtypen.

Fraglich bleibt der Einsatz einer Nachaktivierung mit fMLP und PMA zur Steigerung
und Verbesserung der Trennschéarfe der Analysen. Dieses Verfahren wurde beim
oxidativen Burst und bei Kallikrein eingesetzt mit dem Ergebnis teilweise
schwéacherer Fluoreszenzsignale als ohne Verwendung von Nachaktivatoren,
allerdings bei gleichem Trend der Werte. Fur in-vitro-Versuche ohne
Simulationsmodell sind Aktivierungsmafnahmen durch fMLP und PMA notwendig
um Reize auf Zellen einwirken zu lassen. Im Fall des angewendeten Chandler-Loop-
Simulationsmodelles erscheint dies jedoch Uberflissig oder sogar kontraproduktiv
hinsichtlich der Ergebnisvergleiche. Die verwendeten CellProbe-Substrate scheinen
von sich aus eine ausreichende Sensitivitat und Spezifitét zu besitzen.

Die Funktionen der Zytokine sind nicht vollstindig geklart. Es ist jedoch zu
vermuten, dass ihre Wirkungen ein breites Spektrum von Regulationssystemen
beeinflusst. IL-1B, IL-6, IL-8 und TNF-a stellen wichtige Regulatoren der lokalen und
systemischen Entziindungsreaktion dar. Die untersuchten Zytokine Interleukin-1p,
Interleukin-2 zeigten gering ausgeprégte Reaktionen auf die Fremdoberflache. Hier
reagierten Granulozyten etwas eindeutiger als Lymphozyten und Monozyten. Fir den

Tumor-Nekrosefaktor konnte ein Vorteil der Heparinbeschichtung gezeigt werden.
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Fur IL-18 und IL-2 konnte bei heparinbeschichtetem Material ein Trend zur
verbesserten Biokompatibilitat festgestellt werden. Zytokine koénnen sowohl im
ELISA, als auch durch direkte Markierung nach Behandlung der Leukozyten mit
Permeabilitoren und monoklonalen Antikdrpern bestimmt werden. Fir die
Hamokompatibilitatsforschung werden in Zukunft weitere Tests zur Verfligung
stehen, die die gefundenen Reaktionen der Zellen deutlicher erscheinen lassen. Es
sollte nochmals daraus hingewiesen werden, dass die Flowenzymologie mit direkt
markierten Substraten eine relativ junge Analysemethode mit einer Reihe von Vor-
und Nachteilen ist. Direkte Bestimmungsmaglichkeiten fir ein  Merkmal sind immer
als Fortschritt anzusehen. Die intrazellulare Detektion von Strukturen in lebenden
Zellen wird in nachster Zeit einen grofReren Stellenwert einnehmen und sicher neue
Erkenntnisse auch in weiteren Untersuchungen der Hamo- und Biokompatibilitat
liefern. Neuere Ansétze, wie die Bestimmung des HeatShock-Proteins (HSP 70),
haben aufgrund der bisher schlechten Datenlage und teilweise unvollstandigem
Funktionsverstandnis des Proteins, experimentellen Charakter. Dieser Zustand
andert sich mit weiterer Erforschung des Verhaltens und der Beobachtung des
Proteins in klinischer Umgebung. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollten
durch weitere Studien Uberprift werden. Auch hier ist die Anwendung eines
vorkonfektionierten Antikdrpers mit Fluorochrombeladung mdoglicherweise sinnvoller
als die Sekundarmarkierung. Weiterhin ist unklar, ob andere Tests auf HSP70-
Prasenz mit sensitiveren Methoden bessere Aussagen ergeben, da die Synthese des
Proteins in sehr kleinem Maf3stab erfolgt (PCR-Nachweis).
Nachaktivierungsmethoden und erweiterte Kinetikstudien wurden das Bild
vervollstandigen. Fir Stressproteine wird derzeit vermehrte Grundlagenforschung
betrieben, die eine préazisiere Einschatzung des Einsatzes und der Aussagen des

Parameters erlauben werden.

Die Anwendung der Durchflulzytometrie fur die Evaluation der
Hamokompatibilitat von in der Herzchirurgie relevanten Fremdoberflachen hat sich
vom methodischen Verfahren her als zuverlassig erwiesen. Nach
Erfahrungssammlung lassen sich Fragestellungen nach Adhéasion und der
Ausbildung von Oberflachenepitopen relativ einfach beantworten. Auch Anderungen
der Fragestellung bei hinzutretenden neuen Erkenntnissen ist leicht durchzufiihren

und die Methoden lassen sich ohne  Schwierigkeiten  optimieren.
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Verbessungsvorschlage fir die durchfluBzytometrischen Analysemethoden betreffen
in erster Linie die Lyse und die teilweise vorgenommene Sekundarmarkierung der
Antikorper, sowie die rdumliche Anordnung des Labor- und Messplatzes. Fir erstere
Punkte werden zunehmend maschinelle Verfahren entwickelt, die durch ,routiniertes
Abarbeiten eine grolRere Konsistenz der Analyseergebnisse bezogen auf die
technische Durchfiihrung ermdglichen werden. Auch die kommerzielle Bereitstellung
fertig mit Fluorochromen markierter Antikdrper wird stédndig ausgeweitet, sodass die
Sekundarmarkierung (Fibrin, Fibrinogen, HSP-70) bald nicht mehr notwendig sein
dirfte. Die Bereitstellung erweiterter ,immunologischer Baukastensysteme*
(Sekundarmarkierungen  fiir ~ versch.  Spezies, Kontrollreagenzien)  der
Analysereagenzien fir die DurchfluRzytometrie ist fur die experimentelle Forschung
weiterhin essentiell. Es wurde bereits im Diskussionsteil der Enzyme auf die
Wichtigkeit der raumlichen Nahe von Probenbearbeitung und Messplatz
hingewiesen. Dies gilt insbesondere bei Verfahren mit kleinen Zeitfenstern zwischen
Inkubation des Ansatzes mit Substraten und Messung.

Einen oft unbemerkten Stolperstein stellen die Fluorochrome der bereits fertig
konjugierten monoklonalen Antikdrper dar. Hier sind die Exzitations- und
Emissionswellenlangen so haufig unterschiedlich, dass es zu Verwechslungen
kommen kann. Dies trifft insbesondere auf sog. Tandemfluorochrome zu, die die
Exzitationsenergie untereinander weitergeben. Ein Verzicht auf patentierte,
wohlklingende Namen fir die Konjugationsmethode und dafiir eine deutliche
Markierung der Reagenzien mit spezifischen Daten auf dem Etikett wére sicherlich
von Vorteil. Eine Vielzahl der Fluorochrome erfordern den Austausch von Filtern im
DurchfluBzytometer, was bei Nichtkenntnis der genauen Wellenspektren (ibersehen
werden kann und zu materiellem und zeitlichen Schéaden fuhrt. Fur das Messen der
Probe ist der kritischste Punkt das korrekte Setzen der Statistikregionen. Die
Zuordnung von Populationen zu Gates wurde von der Geratesoftware durch die
Méglichkeit des Autogating in drei Sensitivitatsstufen wesentlich erleichtert. Eine
Autogating-Funktion fur die Histogramme waére in zuklnftigen Softwarereleases
wiinschenswert.

Die technische Ausstattung der DurchfluBzytometer wird sich in den nachsten Jahren
hoffentlich schneller an das zeitgemé&fle technische Niveau der Datenverarbeitung
anpassen. Die Ausstattung der Gerate mit moderneren Massenspeichern

(auswechselbar) und portierbaren Analyse-Anwendungen, die auf gangigen
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Betriebssystemen lauffahig sind, waren als Grundvoraussetzung zu sehen und zu
verbessern.

Die Literaturrecherche ergab, dass zur Beurteilung der Biokompatibilitdét on
Fremdoberflachen eine Vielzahl von Methoden eingesetzt werden. Aus der hohen
Zahl der Methoden folgen Schwierigkeiten beim Vergleich der Ergebnisse von
Materialien zwischen verschiedenen Studiengruppen. Hier wére die Einfihrung von
Standardmethoden fur eindeutige und aussagekréaftige Parameter sinnvoll. Dagegen
spricht jedoch der schnelle Fortschritt in der Entwicklung neuer Analysemethoden
und Verfahren. Hier kann als Beispiel die relativ neue durchfluBzytometrische
Bestimmung von intrazellularen Antigenen, wie die Flowenzymologie oder die
Zytokinbestimmungen, angefiihrt werden.

Auch liegen nur wenige Untersuchungen mit Simulationsmodellen vor. Hier kdnnte
einerseits mit einer zu simplifizierten Simulationsmethode der EKZ im Gegensatz zu
Studien unter realen EKZ-Bedingungen argumentiert werden, jedoch scheinen
Simulationsmodelle, wie der ChandlerLoop, besser geeignet, isolierte Aussagen uber
das Verhalten von biokompatiblen Materialien wahrend der Kontaktphase zu geben.
Der ,closed-loop“-Charakter des Simulationsmodells mit seinen Vor- und Nachteilen
ist bei diesem Untersuchungsabschnitt durchaus erwinscht. Ein Anspruch auf
klinische Giltigkeit der in-vitro gefundenen Ergebnisse wird hierbei nicht erhoben,
sondern eine weitere kritische Priifung der gefundenen Sachverhalte unter klinischen

Bedingungen angeregt.

Zwischenresumee

Die optimale Umgebung fir Blut bleibt das intakte Endothel. Es ist derzeit nicht
moglich, die Hamokompatibilitdt des Endothels ausreichend mittels Fremdmaterialien
oder Beschichtungen zu imitieren. Beim Blick in die Zukunft der Perfusionstechnik mit
hamokompatiblen Materialien werden wahrscheinlich Kombinationen aus neuen
Materialien und modernen Pharmaka die weitere Entwicklung bestimmen. Hier
werden sowohl neue Beschichtungmedien durch neue Heparine oder andere
gerinnungshemmende Substanzen, als auch neue Kunststoffvarianten zum Einsatz
kommen. Wird bedacht, welchen Einflul alleine die von Larm entwickelte
Endpunktbefestigung des Heparins an die Fremdoberflache hatte, liegt in der

Pharmakonapplikation auf der Oberflache weiteres Potential. Letztendlich sind
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intelligente Werkstoffe und pharmakologische Wirkstoffe zu fordern, die auf den
momentanen Zustand des Patienten, etwa durch Freisetzung
aktivierungshemmender Substanzen, reagieren. Die Mdoglichkeiten des Tissue-
Engineering mit Herstellung eines nahezu vollstandigen Endothelmimikris durfte in
den nachsten Jahren weiter ausgeschopft werden und vollkommen neue

Perspektiven erdffnen.

4.2.0 Durchfluflzytometrische Marker
4.2.1 Oberflachenantigene CD11B, CD11C, CD18 und CD62L

CD11B

Der Anstieg des B-Integrin CD11B wahrend der Rotation deckte sich mit der
Vorstellung, dass dieses Epitop wahrend der extrakorporalen Zirkulation eine Up-
Regulation erfahrt. Dies wurde auch in den Arbeiten von Hogevolt et al. (26),(in-vitro-
Studie), Dreyer et al. (15) und Finn et al. (18) beschrieben, die Parameter wurden
jedoch wahrend einer realen EKZ am Patienten erhoben (30min nach Beginn des
EKZ-Einsatzes bis 24h spater). Bei Messungen unter echten EKZ-Bedingungen
schien die Expression des Antigens CD 11B jedoch geringer zu sein. Eine Erklarung
fur hohere Werte im Simulationsmodell ist die fehlende Rekrutierung neutrophiler
Zellen aus Leber und Knochenmark und somit eine fehlende Durchmischung des
Blutpools mit bisher nicht mit der Oberflache in Kontakt getretenen Neutrophilen.
Eine Abwarts-Regulation des Epitops wurde von White-Owen et al. (90) nach
schweren Traumen, sowie von Babcock et al (89) nach thermischen Verletzungen
gefunden. Eine Aufwarts-Regulation lieB sich jedoch auch in-vitro ohne
Simulationsmodell durch 30-min. Inkubation mit FMLP erzeugen (Mathew et al. (47)),
wobei die MeanFluorescence des gemessenen CD11B-Antikdrpers signifikant
anstieg (p<0,05). Der Vergleich zwischen unbeschichtetem PVC und
heparinbeschichteten PVC zeigte den Vorteil der Beschichtung zu beiden
Abnahmezeitpunkten an. Im Kontrast dazu wies Karlsson et al. (36) jedoch darauf
hin, dass die Aktivierung von Granulozyten durch die Oberflachen von blutleitenden
Geréaten, wie Dialysatoren, fiir den Patienten wenig schéadlich sein sollte - dies wegen
des geringen Prozentsatzes der Zellen, die mit der kunstlichen Oberflache in direkten

Kontakt traten
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Die Aktivierung von Monozyten mit nachfolgender Aufregulierung des CD11B
Epitops, wie von Rinder et al. (63) beschrieben, konnte mit dem Simulationsmodell
nicht nachvollzogen werden, wobei die Beobachtung der Arbeitsgruppe unter in-vivo
Bedingungen gemacht wurde. Interessant war der Versuchsansatz von Mathew (47),
der unter Zugabe von Acadesin bzw. Adenosin eine wesentlich schwéchere
Aufwarts-Regulation von CD11B beobachtete (p<0,01, bzw. p<0,05). Falls die
Auswirkungen der aktivierten B-Integrine besser verstanden werden kdnnen, wére
eine Kombination des Einsatzes heparinbeschichteter Schlauchsysteme mit
gleichzeitiger Applikation der angewandten Aktivierungshemmer von Vorteil fir

Patienten.

Die Auswertungen der Messwerte fir CD11B ergaben in der Versuchsserie der
vorliegenden Arbeit ansteigende Werte fiir die Proben, die im ChandlerLoop
behandelt wurden. Der deutlichste Anstieg wurde bei Granulozyten zwischen den
beiden Schlauchtypen beobachtet mit einem Anstieg der MeanFluorescence von
25,68 auf 45,26 (p=0,0,25) zum Zeitpunkt 60min, sowie von 15,682 auf 39,88
(p<0,01) fur den 120min-Wert.

Die Lymphozyten- und Monozytenpopulationen reagierten nicht innerhalb der
Signifikanzgrenzen auf die Aktivierung in den Loops. Der Vergleich der Unterschiede
zwischen Negative Staining und der Autofluoreszenz gegen die Messergebnisse der
antikdrpermarkierten Proben ergaben die erwarteten Signifikanzen.

Mit welcher Wahrscheinlichkeit sich die Vermutung einer verminderten Aktivierung
der Leukozyten durch den Einsatz heparinbeschichteter Systeme und damit auch
einer verminderten Leukozyten-Endothel-Interaktion auf in-vivo-Bedingungen
Ubertragen lasst, muss in klinischer Umgebung untersucht werden. Fir weitere
Studien ist der ChandlerLoop aufgrund der bereinstimmenden Messergebnisse mit
den recherchierten Arbeiten als geeignet anzusehen. Als Aktivierungsmarker zur
Evaluation der Hamokompatibilitit von Fremdoberflachen ist CD11B sicherlich

geeignet.

CDh11cC

Fir das CD11C-Epitop wurde eine Aufwarts-Regulation wahrend der Aktivierung im

Simulationsmodell erwartet. Das Messergebnis gestaltete sich jedoch uneinheitlich.
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Fir die Lymphozytenpopulation konnten in den Vergleichen der Mittelwerte zwar
Anstiege der MeanFluorescence zwischen den beiden getesteten Schachtypen zum
Abnahmezeitpunkt 60min und 120min festgestellt werden (Heparin 60min 4,36 —
PVC 60min 12,7 / Heparin 120min 4,08 — PVC 120min 12,1), die Mediane zeigten
bei diesen Werten jedoch geringere Anstiege (Heparin 60min 5,8 — PVC 60min 6,1 /
Heparin 120min 5,06 — PVC 120min 6,025). Signifikanz bestand auf diesem Niveau
nicht.

Fur die Monozytenpopulation wurde ein &hnliches Bild gezeichnet mit einem
schwachen Anstieg der MeanFluorescence beim Vergleich beider Schlauchtypen zu
den Zeitpunkten 60min und 120min. Signifikanzen wurden jedoch nicht erreicht.

Fir die Granulozyten wurde ein Anstieg der MeanFluorescence im PVC-Schlauch
zum Zeitpunkt 120min (19,37) gegen den heparinbeschichteten Schlauch zur
gleichen Zeit (19,375) im Student’s-T-Test signifikant gewertet (p=0,026).

Das Gesamthild beschrieb ein starker werdendes Fluoreszenzsignal fir CD11C
sowohl mit zunehmender Rotationsdauer, als auch fiir das unbeschichtete Material,
wobei die Vergleiche zwischen Autofluoreszenz, bzw. Negative Staining und den
Antikorpersignalen wie erwartet eindeutig signifikant waren (Kontrollfunktion). Beim
Vergleich mit anderen Arbeitsgruppen fiel eine Korrelation dieser Werte auf.
Hogevold et al (26) beschrieben ebenfalls signifikante Anstiege der Epitope auf
Granulozyten bei Verwendung eines PVC-Schlauchs im Vergleich zum
heparinbeschichteten Schlauch (p<0,02 zum Abnahmezeitpunkt 120min), sowie
verzdgerte, schwachere Auspragung des Merkmals auf Monozyten, dies in einem
ahnlichen Versuchsaufbau wie in der vorliegenden Arbeit.

Die Beobachtung der ansteigenden Werte fir CD11C und CD11B gegeniber
-hamoinkompatiblerem* Material wie PVC lieRen den Schluss zu, dass ein
gemeinsamer Regulations- und Expressionsmechanismus vorliegt, was in
Ubereinstimmung mit anderen Arbeitsgruppen steht (Hogevold et al. (25) ).

Beim Vergleich mit in-vivo-Studien tiber CD11C wahrend realen Bypass-Situationen
kammen diese Arbeitsgruppen zu hoheren Anstiegen des Epitops CD11C (Deist et
al. (42)) auf Granulozyten (p<0,0019 bei Einsatz unbeschichteter Schlauchsysteme,
wobei der Peak des Anstiegs bei 15min lag und ab 30min weitgehend konstant blieb.
Da CD11B einen stérkeren Anstieg auswies als CD11C und beide pB-Integrine
offenbar dem gleichen oder einem &hnlichen Regulationsmechanismus unterliegen,

stellte sich die Frage nach dem Grund des verzégerten CD11C-Anstiegs.
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Lésungsanséatze sind eine eventuell zu kurze Rotations-/Aktivierungsdauer der
Zellen, sowie unterschiedliche Setups der Versuche bei Vergleichen zwischen in-vivo
und in-vitro. Es sollte gepruft werden, ob eine schwéachere Aktivierung wahrend der
Rotation eventuell durch Nachaktivierung mit FMLP oder PMA im Sinne eines
linearen Boostereffekts verstarkt werden kann. Dies sollte in folgenden
Untersuchungen getestet werden. Vor Nutzung von CD11C als Aktivierungsmarker
far die Hamokompatibilitat von Fremdoberflachen sollte das Reaktionsmuster und die
Reaktionskinetik des Epitops weiter untersucht werden.

CD18

Fir den Marker CD18 wurde bei den Messungen ein uneinheitliches
Aktivierungsmuster festgestellt. Wahrend CD18 in der Lymphozytenpopulation keine
Anderung erfuhr, stiegen in der Monozytengruppe die Messwerte der
MeanFluorescence beim Vergleich zwischen Heparinbeschichtung und nativem PVC
zum Zeitpunkt 120min an (Heparin 45,97 MFI auf PVC 75,08 MFI), jedoch ohne
signifikant zu werden (p=0,32). In der Granulozytengruppe war dieser Anstieg starker
ausgepragt mit einer Zunahme der MeanFluorescence von Heparin 120min (20,1
MFI) auf PVC 120min (35,2 MFI). Dieser Anstieg konnte im Student’s T-Test als
signifikant gewertet werden (p=0,011), was jedoch von der Varianzanalyse nicht
bestatigt wurde (p=0,979). Hierbei waren die Unterschiede der Autofluoreszenz- bzw.
der Negative-Staining-Werte jedoch in allen Populationen und gegenuber allen
Antikdrper-Messungen signifikant, was als positive Kontrolle des Versuchsaufbaus
gewertet werden konnte.

Insgesamt ist der Anstieg des Parameters nicht einfach mit den Erwartungswerten
und den Ergebnissen anderer Studiengruppen zu vereinbaren. Peters et al. fanden
bei einer Untersuchung der Thrombozytenaktivierung in Blut eine Erhohung der
CD18-Expression im Zusammenhang mit der Aktivierung von Blutplattchen durch
ADP/Thrombin (59), wobei es sich in erster Linie im Ausbildung der Epitope auf
Neutrophilen handelte, die Komplexe mit aktivierten Thrombozyten geformt hatten.
Dieser Vorgang konnte im vorliegenden Simulationsmodell ebenfalls angenommen
werden. Unter realen EKZ-Bedingungen wurden Abnahmen der CD18-Werte
beobachtet, als deren Ursache die Rekrutierung junger Granulozyten aus dem

Knochenmarkt, auf einen ausgeldsten inflammatorischen Reiz hin, vermutet wurde.
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Diese jungere Granulozytengeneration war offenbar noch nicht im gleichen MaR3 zu
Expression des CD18-Merkmals beféahigt (Julila et al. (30) ). Die Expression von
CD18, einem Bestandteil der Gruppe der Adhasionsmolekule, vermittelt die
Anheftung von Leukozyten an das Endothel der GefaRRe. Es stellt sich die Frage, ob
in-vivo ermittelte abnehmende Werte des Markers auch auf einen Verlust der Epitope
durch die Bindung an die Gefallwand zurtickzufiihren sind, und die in dieser Arbeit
leicht ansteigenden Werte in diesem Zusammenhang durch die Abwesenheit einer
physiologischen Gefalwand mit vermindertem Verlust an Epitopen erklart werden
kdnnen.

Dennoch zeigte Redmond et al. (62) eine Abnahme der CD18-Werte bei
Verwendung heparinbeschichteter Schlauchsysteme (Carmeda CBAS) gegeniber
Standard-PVC-Systemen in einer EKZ-Studie mit Schweinen auf (CD18 zum
Zeitpunkt 60min  nach EKZ-Einsatz 29,4% bei PVC gegen 26% bei
Heparinbeschichtung). Dies wurde durch Tarnok et al. (72) unterstiitzt, der eine
Abnahme der CD18-MeanFluorescence wahrend der extrakorporalen Zirkulation bei
Kindern beobachtete (p<0,03 gegeniiber dem Ausgangswert).

Der Regulationsmechanismus der CD18-Familie der Adhéasionsmolekdle ist bisher
nicht ausreichend bekannt, um eindeutige Schliisse aus den Messwerten auf die
Einflisse des Epitops auf den Organismus zu treffen, bzw. die Hamokompatibilitat

der untersuchten Fremdoberflachen damit zu evaluieren.

CD62L

Fir den Marker CD62L (L-Selectin) wurden bei den Messungen auf3erst heterogene
Werte gefunden. Wahrend die Vergleiche zwischen den Kontrollen (Autofluoreszenz
und Negative Staining) bei Lymphozyten erwartet signifikant waren, zeigten sich
keine Unterschiede beim Vergleich der Schlauchtypen und der Abnahmezeitpunkte
untereinander. Dies traf auch fiir die Monozyten- und Granulozytenpopulationen zu.
Fiur die Monozyten wurden Anstiege der MeanFluorescence zu Lasten des nativen
PVC-Materials bei den Abnahmezeitpunkten 60min und 120min beobachtet, ohne
dass diese signifikante Werte erreichten.

Erwartete Werte zeigten sich, jedoch ohne signifikante Relevanz, in der
Granulozytenpopulation. Hier kam es zu einem Abfall der MeanFluorescence des
CD62L-Antikérpers zum Abnahmezeitpunkt 60min (Heparin 16,7 MFI, PVC12,24MFI)
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und 120min (Heparin 14,34MFI , PVC 9,02). Die Mediane zeigten eine sehr @hnliche
Konstellation. Dieses Verhalten wurde als Down-Regulierung des Epitops durch die
Aktivierung gewertet. Die Annahme beruhte jedoch auf Sichtung der Messwerte und
ist dementsprechend subjektiv.

Die Box-Whiskey-Darstellungen der Werteverteilungen demonstrieren die starken
Schwankungen der Messwerte trotz stabilen Versuchsbedingungen und
gleichformiger Analysedurchfiihrung. Es ist hervorzuheben, dass sich die
Autofluoreszenz- und die Negative-Staining-Messwerte allesamt unter denen des
CD62L-Antikérpers befanden, was als positive Kontrolle fir den korrekten
Analysevorgang gewertet werden konnte.

Die Literatursuche spiegelte ebenfalls unterschiedliche Erfahrungen anderer
Arbeitsgruppen mit der Reaktion von CD62L auf Fremdoberflachen, aber auch auf
die reale EKZ, wieder. Hogevold et al. (26) kam dem Versuchsaufbau hier am
nachsten durch Einsatz eines Simulationsmodells mit heparinbeschichteten
Membranoxygenatoren und heparinbeschichteten Verbindungsschlauchen im
Vergleich mit unbeschichtetem Material. Die Untersuchung des CD62L-Antigens
ergaben ein verzogertes Absinken der MeanFluorescence nach 2 Stunden
Aktivierung auf Monozyten und Granulozyten, ohne statistisch signifikant zu sein.
Auch andere Reize auf die Zellen, wie die Hamofiltration, bei der ebenfalls
heparinbeschichtete Schlauchsysteme gegen unbeschichtetes Material getestet
wurde, zeigten schwache bis keine Aktivierung von CD62L auf Granulozyten (Toft et
al. (78)). Dennoch wurden Anstiege von CD62L auf Monozyten wahrend EKZ
beschrieben (Ljunghusen et al. (44)). Es lagen aber auch Berichte Uber keine
Anderung der Expression des Merkmals wahrend realer EKZ vor (Macey et al (45)).
Um klare Aussagen (ber die Funktionsfahigkeit des Epitops und dessen
Aktivierungsféahigkeit machen zu kénnen, sollten Positivkontrollen eingesetzt werden.
Mdogliche Ansétze sind in die Loops mit dem Blut eingegebene Glasperlen (wie in
anderen Versuchen dieser Arbeit geschehen) oder eine Maximalaktivierung mittels
PMA oder FMLP. Die Messung der maximal méglichen Reaktion der Zellen auf diese
Reize wiirde die Messungen in Relation zeigen. Fir die Testung der Biokompatibilitat
von Fremdoberflachen ist nach derzeitigem Stand das CD62L-Antigen nur bedingt

einsetzbar.

4.2.2 Intrazellulare Enzymbestimmungen
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4.2.2.1 Oxidativer Burst

Oxidativer Burst (nativ)

Die Messwerte fiir den oxidativen Burst zeigten eine erhéhte MeanFluorescence der
Proben aus den Schlauchen gegeniiber dem Leerwert an. Wie auch alle Vergleiche
der Autofluoreszenz mit dem Proben aus den Schlauchen waren diese Unterschiede
in der ANOVA hochsignifikant. Beim Vergleich der MeanFluorescence des
heparinbeschichteten Schlauchs mit dem unbeschichteten Schlauch konnte fiur die
Monozytenpopulation kein Unterschied, fiir die Lymphozyten ein geringer Anstieg der
MeanFluorescence (Heparin 6,169MFI gegen PVC6,491MFI, keine Signifikanz), aber
fur die Granulozytenpopulation ein in der ANOVA als signifikant zu wertender Anstieg
(Heparin 142,34MFI gegen PVC 170,5MFI, p=0,023) verzeichnet werden.

Die Aktivierung wahrend 120min. Rotation im Chandler-Loop betraf somit in erster
Linie die Granulozyten und wurde durch die Heparinbeschichtung vermindert.
Lymphozyten und Monozyten reagierten zwar auch schwach auf den
Aktivierungsreiz, jedoch lieBen sich keine Vorteile der Heparinbeschichtung fur diese

Populationen feststellen.

Oxidativer Burst mit PMA-Nachaktivierung

Die Nachaktivierung mit PMA nach 120min Rotation der beiden Schlauchtypen zeigte
eine hochsignifikante Zunahme der MeanFluorescence zwischen dem Leerwert und
dem heparinbeschichteten Schlauch (Leerwert 5,12MFI gegen Heparin 12,11MFI ,
p<0,01), zwischen dem Leerwert und dem PVC-Schlauch (Leerwert 5,12MFI gegen
PVC 16,123, p<0,01), sowie zwischen dem heparinbeschichteten und dem
unbeschichtetem Schlauch (Heparin 12,11 gegen PVC 16,12, p<0,01) in der
Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur.

Fir die Monozyten wurden auB3er zwischen der Autofluoreszenz und dem Leerwert,
dem heparinbeschichteten Schlauch, sowie dem PVC-Schlauch keine signifikanten
Unterschiede beobachtet. Es kam zu einem geringen Abfall der Aktivitdt des
oxidativen Bursts.

In der Granulozytenpopulation wurden starke und signifikante Unterschiede zwischen

dem Leerwert und dem PVC-Schlauch, sowie zwischen beiden Schlauchtypen
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beobachtet. Keine Signifikanz bestand zwischen dem Leerwert und dem
heparinbeschichteten Schlauch. Dies konnte unter dem Aspekt der Biokompatibilitat
positiv bewertet werden.

Es zeigte sich insgesamt eine starkere Reaktion auf den Aktivierungsreiz als bei der
Messung des oxidativen Burst ohne PMA-Nachaktivierung. Der Anstieg wurde auf
die Nachaktivierung zurtickgefiihrt. Ein Vorteil der Heparinbeschichtung mit

geringerer Reaktion des oxidativen Bursts war nachvollziehbar.

Oxidativer Burst mit FLMP-Nachaktivierung

Im Lymphozytengate konnten Anstiege der MeanFluorescence fir beide
Schlauchtypen gegeniber dem Leerwert beobachtet werden. Eine Signifikanz wurde
allerdings nur zwischen dem Leerwert und dem PVC-Schlauch erreicht (Leerwert
2,97MFI gegen PVC 7,83MFI, p<0,01). Der geringe Anstieg der MeanFluorescence
zwischen Leerwert und dem heparinbeschichteten Schlauch von 2,97MFI auf
3,49MFI konnte als Zeichen einer positiven Biokompatibilitat gewertet werden.

Fur die Monozyten ergaben sich keine ansteigenden Werte, wobei die Vergleiche
zwischen Autofluoreszenz und Leerwert, bzw. Schlauchtypen als Kontrolle
hochsignifikant waren.

Die Granulozytenpopulation reagierte stark auf die Voraktivierung wahrend der
Rotation und Nachaktivierung mit FMLP. Alle Vergleiche wiesen in der
Varianzanalyse hohe Signifikanz auf. Zwischen dem Leerwert und beiden
Schlauchtypen wurden eindeutige Anstiege gemessen (Leerwert 15,1MFlI,
heparinbeschichteter Schlauch 21,18MFI mit p<0,01 gegen den Leerwert, PVC-
Schlauch 26,29MFI mit p<0,01 gegen den Leerwert). Auch der Vergleich des
heparinbeschichteten Schlauchs mit dem PVC-Schlauch ergab ein hochsignifikantes
Ergebnis (p<0,001) in der univariaten Varianzanalyse.

Offensichtlich reagierten Lymphozyten und Granulozyten am starksten auf den mit
der Fremdoberfliche gebotenen Reiz. Beim Vergleich zwischen nicht
nachaktivierten und nachaktivierten Analysen fiel das fir die einzelnen Populationen

gleich bleibende Reaktionsmuster auf.

- 236 -



Vergleich der Aktivierungsauswirkungen

Die Populationen reagierten unterschiedlich auf die Fremdoberflache mit einer
Verstarkung des oxidativen Bursts, wobei die Granulozyten die deutlichsten
Unterschiede zwischen PVC und beschichteter Oberflache zeigten.

Der Behandlung der Probenansatze mit PMA bzw. FMLP folgten geringe
Fluoreszenzsignale wahrend der Messung im Vergleich zur Messung des ,nativen*
oxidativen Bursts. Mit der Nachaktivierung stiegen auch die Streuungen der Werte
an. Bei Betrachtung der Box-Whisker-Plots fiel das kompaktere Feld der Messwerte
gegeniiber den Plots mit Nachaktivierung auf. Es ergaben sich somit durch die
Nachaktivierung keine anderen Aussagen als bei der Messung des ,nativen“
oxidativen Bursts. Weiterhin bestand die Frage, in wieweit der Boosteffekt durch die
PMA/FMLP-Behandlung der Ansatze diese linear verstarkte, oder ob eine
unregelmafige Verstarkung der vorangegangenen Aktivierung folgte. Unter diesen
Gesichtspunkten erscheint die Behandlung der Proben nach Entnahme aus dem
ChandlerLoop mit PMA bzw. FMLP nicht sinnvoll. Der direkte Vergleich der
Messungen trotz unterschiedlicher Methoden wird durch die Messung der Proben im
gleichen Protokoll des DurchfluBzytometers mdoglich, da die Gerateeinstellungen
zwischen den verschiedenen Messungen des oxidativen Burst nicht verandert

werden.

aaaaa
A

Abb. 4.1 : Ubersicht der Auswirkung der Aktivierungsmethoden auf die

MeanFluorescence-Intensitat. 1.,2. und 3. Ausschlag von links entsprechen den
Signalen der nativen Bestimmung des oxidativen Burst, drei Ausschléage in der Mitte
der PMA- und drei Ausschlage rechts der FLMP-Nachaktivierung. Von vorne nach

hinten entsprechen die Ausschlage den Populationen (vorne Lymphozyten, Mitte
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Monozyten, hinten Granulozyten). Durch Darstellung aller Einzelmesswerte ist eine

Achsenbeschriftung nicht moglich.

Bei der flowenzymologischen Bestimmung des oxidativen Burst handelt es sich um
ein relativ neues Verfahren. Burst-Untersuchungen wurden bisher in der Mehrzahl
Uber Chemilumineszenz (Luminometer) gemessen. Mit Hilfe der Chemilumineszenz
lieRen sich Reaktionen des oxidativen Burst auf verschiedene Materialien messen.
Moore et al. demonstrierten einen Anstieg des Bursts auf Neutrophilen nach Kontakt
der Zellen mit Hamodialysatoren aus Zelluloseazetat. Diese Reaktion liel3 sich durch
Nachaktivierung mit PMA / FMLP steigern (FLMP p<0,05 gegeniiber dem Leerwert)
(53). Auch Kontakt mir methylierten Glasoberflachen riefen eine gesteigerte direkte
Burstaktivitat ohne Notwendigkeit einer Nachaktivierung hervor (Nygren et al. 2000,
(57) ). Andere Materialien reagierten ohne verstarkten Burst, wie Erikson et. al 2001
nachwiesen. Hier wurden Neutrophile mit Titanium-Oberflachen in Kontakte gebracht
und nach 30min fand zwar eine Expression der Integrine (CD11B) statt, jedoch

konnte keine spontane Burstaktivitat gemessen werden.

Die Grunde, warum die Nachaktivierung geringere Messwerte lieferte, sind unklar.
Da es sich um intrazellulare Bestimmungen handelt und die sowohl die Antikorper,
als auch das Reagenz zur Nachaktivierung in die vitale Zelle eingeschleust werden
mussten, liegt die Vermutung einer Transportstdrung oder eines Einflusses des
Nachaktivierungsreagenzes auf die Vitalitit der Zelle oder auf die Intaktheit der
Enzymeinheit nahe. Die Vitalitat der Zellen kdnnte durch Markierung mit Propidium-
lodid und anschlieBender durchfluBzytometrischer Analyse gepriift werden.

Es ist bekannt, dass die Aktivitait des oxidativen Bursts in Leukozyten und
insbesondere in Granulozyten wahrend der extrakorporalen Zirkulation mit
unbeschichteten Schlauchsystemen ansteigt. Dies wurde von Toft et. al. mit der
Verdoppelung der Burst-Aktivitat bei Patienten mit kardiopulmonaler Bypass-OP im
Vergleich mit den Ausgangswerten festgestellt. Im gleichen Versuch wurde auch
versucht, die Burst-Reaktion durch Gabe von Methylprednisolon zu mindern, was
jedoch zu keinem Erfolg fuhrte (77). Dass dennoch nicht jede kdrperfremde
Oberflache zu einer Aktivierung des Bursts fuhrt beschrieb Gorbet et al., der nach
Kontakt von Neutrophilen mit verschiedenen Fremdoberflichen, wie Zellophan,
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Nylon, Polyethylen und Polydimethylsiloxilan, keine Anderung der Burstaktivitét der
Zellen feststellen konnte.

Die Literaturrecherche spiegelt die uneinheitliche Reaktion des oxidativen Bursts auf
Fremdreize wieder, wobei nur eine &uf3erst geringe Anzahl an Beobachtungen tber
Zusammenhang der Burstaktivitdit mit dem Einsatz korperfremder Materialien
vorliegen. Aus technischer Sicht ist die Einschleusung eines Substrats in die Zellen
mit nachfolgend entstehender Fluoreszenzaktivitdt nach enzymatischem Umbau ein
Erfolg versprechendes Prinzip. AuBerdem kann eine hohe Sensitivitat und Spezifitat
des Substrats angenommen werden, wenn weitere Vergleiche mit herkdbmmlichen
Bestimmungsmethoden vorliegen. Die Messung des oxidativen Burst kann durch
Bestimmung der Peroxide, die bei der Burstreaktions anfallen kdnnen, weiter erganzt

werden.

4.2.2.2 Kallikrein

Die ,native" Kallikreinmessung zeigte ahnliche Ergebnisse fir alle Leukozyten-
Populationen. Bei den Lymphozyten kam es zu einem Mittelwertanstieg der 120min
Werte beider Schlauchtypen gegeniiber dem Leerwert (Leerwert 7,8 MFI auf Heparin
8,6 MFI und PVC 11,24 MFI), der fur den Vergleich zwischen Leerwert und dem
PVC-Schlauch Signifikanz zeigte (P=0,015 im Student’s T-Test, p<0,001 in der
ANOVA). Der geringere Anstieg zwischen Leerwert und dem Heparinschlauch ist fur
die Hamokompatibilitat des Schlauchs positiv zu bewerten.

In der Monozytengruppe kam es ebenfalls zu Mittelwertanstiegen beider
Schlauchtypen gegeniber dem Leerwert, wobei der Werteanstieg zwischen
Heparinschlauch und PVC-Schlauch starker war, als bei den Lymphozyten und hier
Signifikanz erreichte (Leerwert 15,5 MFI, Heparin 18,2 MFI, PVC 27,2 MFI, p zw.
PVC und Heparin <0,001). Die Mediane folgten dem Verhalten der Mittelwerte.

Die Granulozytenpopulation zeigte signifikante Unterschiede zwischen beiden
120min Werten der Schlauche und dem Leerwert (Leerwert 26,4MFI, Heparin 35,3
MFI, PVC 39,3, p fir Leerwert vs. PVC und Leerwert vs. Heparin <0,01). Im
Vergleich beider 120min Werte wurde in der Varianzanalyse keine Signifikanz
erreicht (p=0,151).

Fur alle Vergleiche bestand Signifikanz von p<0,00 mit der Autofluoreszenz im Sinne

einer positiven Kontrollfunktion fuir das Analyseverfahren.
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Zusammenfassend war erkennbar, dass die Werte fur Kallikrein gegeniiber dem
Leerwert immer ansteigend, und immer ein weiterer Anstieg der MFI zwischen dem
heparinbeschichteten Schlauch und dem PVC-Schlauch beobachtet werden konnte,
was bei den Lymphozyten und Monozyten starker ausgepragt war, als in der
Granulozytengruppe.

Die Kallikreinmessung mit PMA-Nachaktivierung nach einer Rotationsdauer von
120min in den Schlauchen zeigte ein uneinheitliches Verhalten des Markers
Kallikrein.

In der Lymphozytengruppe wurden zunachst steigende Mittelwerte zwischen
Leerwert und Heparinschlauch, dann ein Abfall der MFI zwischen Heparin und PVC-
Schlauch erfasst, der auch unter dem Leerwert lag (Leerwert 2,1 MFI, Heparin
5,7MFI, PVC 1,89 MFI). Der Anstieg zwischen Leerwert und Heparin wurde ebenso
wie der Abfall zwischen Heparin und PVC als signifikant eingestuft.

In der Monozytenpopulation zeigten sich Anstiege vom Leerwert {ber den
heparinbeschichteten Schlauch zum PVC-Schlauch (Leerwert 6,44MFI, Heparin
12,1MFI, PVC 47,56MFI), wobei in der ANOVA bei den Vergleichen der MFI zw.
Leerwert und beiden Schlauchtypen, sowie zwischen den Schlauchtypen selbst
Signifikanzniveau erreicht wurde.

Fir die Granulozyten wurden abfallende Werte ermittelt (Leerwert 14,7MFI, Heparin
12,94MFI, PVC 8,7MF). Der Abfall der MFI zwischen heparinbeschichtetem Schlauch
und PVC-Schlauch war mit p<0,001 signifikant, ebenso bestanden Signifikanzen
gegeniiber dem Leerwert und beiden Schlauchen.

Bei der Bestimmung des Kallikrein mit FLMP-Nachaktivierung kam es bei den
Lymphozyten zu einem leichten Anstieg der MFI-Mittelwerte vom Leerwert zum
Heparinschlauch (Leerwert 5,0MFI, Heparin 6,46MFI) und zu einem etwas starker
Anstieg im PVC-Schlauch (PVC 10,0 MFI). Letzterer Anstieg wurde als
hochsignifikant mit p<0,01 eingestuft, wobei auch die Vergleiche der Schlauche mit
dem Leerwert Signifikanz erreichten.

Bei den Monozyten fand ein Abfall der Kallikrein-Werte vom Leerwert mit einer MFI
von 44,4 auf 25,2 MFI und 24,5MFI fur Heparin- und PVC-Schlauch statt.

Bei insgesamt hoher Streuung der Messwerte wurde im Granulozyten-Gate ein etwa
gleiches Niveau der Mediane fir die MFI von Leerwert (11,35), Heparinschlauch
(15,1) und PVC-Schlauch (14,5) gefunden.
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Die Nachaktivierung der Proben fir 5 Stunden durch Bebriitung nach der
Rotation, sowie des Leerwerts ergab fir die Lymphozyten keine ansteigende Werte
fur Kallikrein des Heparin-Schlauchs gegeniiber dem Leerwert, sowie eine
Steigerung der MFI zwischen den Heparin- und PVC-Schlauch (Leerwert 2,96 MFlI,
Heparin 3,03 MFI, PVC 5,0MFI). Der Vergleich der MFI zwischen Leerwert und PVC,
sowie zwischen Heparinschlauch und PVC-Schlauch wurde mit p<0,01 signifikant
gewertet.

Fur Monozyten und Granulozyten ergab sich ein klareres Bild : Im Monozyten-Gate
wurde eine kontinuierliche Steigerung der MFI-Mittelwerte bei geringer Streuung der
Messwerte vom Leerwert (6,47MFI) Gber den Heparinschlauch (8,02MFI) zum PVC-
Schlauch (9,97MFI) festgestellt. Alle gemessenen Unterschiede waren hierbei mit
p<0,001 signifikant.

Ein gleiches Bild zeigte sich bei den Granulozyten mit einer Steigerung vom Leerwert
(6,69MFI) Uiber den Heparinschlauch (11,5MFI) zum PVC-Schlauch (16,51MFI). Hier

bestanden ebenfalls Signifikanzen (p<0,01).

Bewertung der Kallikreinbestimmungen

Um die Messergebnisse zu beurteilen ist eine Darstellung aller Messwerte hilfreich.
Mit dem Hintergrund, dass alle Messungen mit den gleichen Geréteeinstellungen und
dem gleichen Messprotokoll durchgefiihrt wurden, fallt auf, dass keine Verstarkung
der Enzymaktivierung wahrend der Rotation durch die Nachaktivierungsmaf3nahmen
PMA, FMLP und Bebriitung angenommen werden kann. Da sich als Gegenteil die
Messwerte erniedrigen, sollten Griinde fir das Verhalten des Markers gefunden
werden.

Insbesondere erschien die Streuung der Messwerte bei der PMA-Nachaktivierung
inakzeptabel. Die Ergebnisse sind in dieser Form unerwartet. Erwartet wurde ein
Booster der Enzymaktivierung in den Loops wahrend der Rotation um voneinander
deutlicher abgrenzbare Messwerte zwischen den Schlauchtypen zu erhalten. Es
konnte jedoch nicht vorhergesagt werden, wie sich die Aktivierungsreagenzien auf
die Enzymfunktion auswirken wirden. In der Literatur wurde die Behandlung von
Zellen mit PMA- und FMLP-Aktivatoren sowohl nachfolgend auf einen priméren Reiz
zur Verstarkung dessen, als auch als einzige Aktivierung gegeniber Zellen

angewendet. Waren die Aktivierungsreagenzien in der Lage einen Maximalreiz auf
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die Zellen mit nachfolgend starker Enzyminduktion auszuiiben, wéare dies zumindest
als Positivkontrolle fur Versuche verwendbar. Von einer linearen Verstarkung der

Voraktivierung kann nicht ausgegangen werden.

120

100 ||
80

1 5 9 13 17 21 25 20 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81 85 89 93 97 101 105 109 113 117 121 125 129 133 137

Abb. 4.2 : Darstellung aller Messwerte fur Kallikrein, jeder Balken stellt einen
Messwert dar. Blocke 1-3 = Kallikrein ,nativ‘ mit Leerwert/Heparin/PVC, Blécke 4-6 =

Kallikrein mit PMA-Nachaktivierung mit Leerwert/Heparin/PVC, Blocke 7-9

Kallikrein mit FLMP-Nachaktivierung mit Leerwert/Heparin/PVC und Blécke 10-12

Kallikrein mit nachfolgender Bebriutung (Leerwert/Heparin/PVC).

Ahnlich wie bei der Nachaktivierung des oxidativen Burst (mit einem &hnlich
heterogenen Bild der Messergebnisse), ist die Frage zu stellen, in wieweit die
Aktivatoren die Moglichkeit haben, eine Enzyminduktion zu bewirken. Dies stellt sich
auch vor dem Hintergrund, dass die Integritat der Zellmembran fir die Einschleusung
der CellProbe-Reagenzien gestért werden muss (Lécherung der Membran durch den
Permeabilisierungsvorgang) und wie sich diese Strukturveranderung auf den
Einstrom der Aktivatoren wahrend deren Inkubation mit den Zellen auswirkt. Hierbei
ist eine massive Storung der Vorgange in der lebenden Zelle durchaus denkbar. Als
Losungsansatz sollte die Vitalitdét der Zellen entweder mit Apoptose-Markern
(Annexin V) oder Propidium-lodid (Pl) getestet werden. Weiterhin wéare eine direkte
Kontrolle der Kallikreinwerte durch Messung im Plasma durch humorale

Bestimmungsansatze  sinnvoll.  Von den eingesetzten = Methoden der
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flowenzymologischen  Kallikrein-Bestimmung  wird hier nur die ,native"
Kallikreinmessung (ohne Nachaktivierung), sowie die Nachaktivierung der Zellen
nach der Rotation durch Inkubation als vertrauenswirdig gefunden, da bei beiden
Methoden auBer der Messung keine weiteren Manipulationen an den Zellen
vorgenommen werden, wobei die Nachaktivierung als durchaus ,physiologisch*
angenommen wird. Bei subjektiver Betrachtung erscheint eine Verstarkung der
Aktivierung am wabhrscheinlichsten im Monozyten-Gate bei PMA-Nachaktivierung

vorzuliegen.

Die Wirkungen von des Kallikrein und Faktor XIl auf die intrinsische Gerinnung, die
Fibrinolyse und das Komplement kénnen durch heparinbeschichtete Oberflachen
reduziert werden. Die Messwerte der ,nativen“ Kallikreinmessung lassen den Schluss
zu, dass die Heparinbeschichtung die Kontaktphasenaktivierung giinstig vermindert.
Bisher durchgefiihrte in-vitro Bestimmungen der Kallikreinaktivitit nach
Fremdoberflachenkontakt basierten auf Immunoassays, die eine Umwandlung von Z-
Lys-Phe-Arg-pNA°2HCI bewirkten, zu dem der Faktor XIIf und Kallikrein hohe
Affinitat zeigen. Um zu klaren, durch welche der Serin-Proteasen das Substrat
gespalten wurde, erfolgte die Zugabe von Aprotinin, einem Protaseinhibitor, in einen
der Ansatze (80) . Hier werden die Vorteile der direkten Messung der
Kallikreinaktivitdt durch die CellProbe-Analysemethode deutlich, die eine hohe
Spezifitdt gegentber Kallikrein besitzen. Van der Kamp et al. ma3en die Aktivitat von
Kallikrein nach Glas-, Polyethylen- und Polydimethylsioxan-Kontakt mit Blut und
fanden die héchste Kallikrein / Faktor XIIf — Bildung auf Glas und Polyethylen (80)
(Plasmakallikrein nach Glaskontakt 5,63+/-0,55, nach Polyethylenkontakt 0,83+/-0,33
nmol pNA/min x cm?). Sie postulierten, dass die Kallikrein-Aktivierung auf
hydrophoben Oberflaichen erhtht sei und fanden Polyethylen als geeignetste
hamokompatible Oberfléache.

Bei Patienten, die einer EKZ wahrend einer Herzoperation unterzogen wurden,
fanden Wendel et al. 1999 einen signifikanten Anstieg der Faktor Xlla-like- und
Kallikrein-like-Aktivitat gegeniber gesunden Probanden und schlossen daraus auf
eine Aktivierung des Faktor-Xlla-Kallikrein-Kaskade wéahrend einer extrakorporalen
Zirkulation, wobei keine Verbindung zur Biokompatibilitit von verwendeten
Kunststoffen hergestellt wurde (86) . Eine weitere Moglichkeit die Kallikreinaktivitat

indirekt zu messen besteht tiber die Detektion von Kallikrein-C1-Inhibitor-Kkomplexen.
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Hier wurden Studien Uber Hamokompatibilititsvorteile eines heparinbeschichteten
Schlauchsystems 1997 von Te et al. vorgenommen mit dem Ergebnis dass bei
Heparinbeschichtung im Vergleich zu unbeschichteten Systemen das Auftreten der
Inhibitorkomplexe um 43% (p=0,026) nach Einsatz der EKZ abnahm (7) . Die
Reaktivierung von Kallikrein-C1-Inhibitor-Kkomplexen lasst sich auch durch Gabe von
Kallikrein-Inhibitoren  (Aprotinin) wahrend der EKZ reduzieren (8) . Weitere
Maoglichkeiten, die Kallikreinaktivitét zu erfassen liegen in der Detektion eines Abfalls
der Kallikreinvorstufe Prékallikrein, die ebenfalls mit kommerziellen Kits durchfuhrbar
ist.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Aussagekraft des Kallikreinwerts
hinsichtlich der Hamokompatibilitéat eines Materials noch nicht vollstandig geklart ist.
Die physiologischen und auch pathophysiologischen Folgen einer Aktivierung des
Kallikrein-Kinin-Systems scheinen jedoch weitreichend und mit einer Reihe von
anderen Systemen der Hamostase verzahnt zu sein, weswegen diesem Marker
besonders Augenmerk gegeben wird. Als direkte Detektionsmethode ist die
Flowenzymologie fir Kallikrein  sicherlich  vielversprechend. Statt einer
Nachaktivierung der Proben zur Erhéhung der Trennschérfe der Ergebnisse sollten
Schritte in eine Optimierung der Methode und eventuell ein stérkeres Signal gelenkt
werden. Die angewendete Methode sollte in klinischen Untersuchungen bei EKZ-

Bedingungen mit unterschiedlichen Oberflachen weiter getestet werden.

4.2.2.3 Peroxide

Die Peroxide zeigten in allen Leukozytenpopulationen eine einheitliche Reaktion auf
den Kontakt mit den Oberflachen der beiden Schlduche.

Fir die Lymphozyten wurden ansteigende Mittelwerte und ansteigende Mediane vom
Leerwert (3,5MFI) Uber den Heparinschlauch (7,7MFI) zum PVC-Schlauch (12,5MFI)
gefunden. Neben einem signifikanten Abstand der Werte zur Autofluoreszenz zeigten
sowohl die Mittelwertvergleiche zwischen Leerwert und beiden Schlauchen, sowie
der Vergleich zwischen beschichtetem und unbeschichtetem Schlauch ein hohes
Signifikanzniveau mit p<0,001.

Dieses Ergebnismuster setzte sich bei den Monozyten fort mit gleichartig
ansteigenden Werten (Leerwert 4,3MFI, heparinbeschichteter Schlauch 9,3MFI,
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PVC-Schlauch 18,7MFI). Es bestanden signifikante Unterschiede im Student’s T-
Test und in der ANOVA bei allen Vergleichen.

In der Granulozytenpopulation glichen die Messwerte denen der Monozyten mit
einem Leerwert von 2,67MFI, Heparin 10,2MFU und PVC 17,840. Bei geringer
Streuung der Messwerte bestatigten beide statistischen Analysen das hohe

Signifikanzniveau mit p<0,001.

Das Entstehen von, aus H202 ableitbaren, Sauerstoffverbindungen, wéahrend der
extrakorporalen Zirkulation wird im Zusammenhang mit schadigenden Einfliissen
dieser Oxidationsprodukte auf den Patienten beobachtet. Die auch als Superoxide
bezeichneten Stoffe zeigten bereits in friiheren Arbeiten steigende Werte beim
Einsatz der Herz-Lungen-Maschine, mussten jedoch teilweise Uber indirekte
Methoden bestimmt werden (quantitative Katalase-Bestimmungen). Die Peroxide
stiegen zu Beginn der EKZ an und blieben bis 12 Stunden postoperativ auf erhdhtem
Niveau (37) (55) . Um den EinfluR der Superoxidproduktion polymorphonukleéarer
Leukozyten auf die EKZ-assoziiertem Organschadigungen zu beleuchten, stellten
Schwartz et. al 1998 die These der Priming-Funktion der EKZ auf die Leukozyten
vor. Sie besagt, dass ein wahrend des EKZ gesetzter Reiz die Leukozyten
postoperativ zu erhéhter Superoxidproduktion anregt. Die Studie fand eine erhéhte
O, -Produktion in einem Zeitfenster 6 Stunden nach der EKZ (66) . Gemeinsamt mit
der Beobachtung erhohter Plasmaspiegel von inflammatorischen Mediatoren (C3a,
IL-6, IL-8) vermuteten sie einen Pradispositionsmechanismus fir eine folgende
Organdysfunktion durch das ,Priming“ der Leukozyten.

Untersuchungen der Hamokompatibilitdit von Fremdoberflichen tber den Ansatz
Peroxidase wurden in der Literatur selten verdffentlicht. Nachgewiesen wurden
erhohte Peroxidproduktion fur den Blutkontakt mit Polyurethan, Dacron® und
Velcro® (34) . Diese Untersuchung wurde auch kinetisch bewertet und zeigte, dass
die Superoxidproduktion in den ersten 10min nach EKZ-Einsatz den hdochsten
Anstieg aufweist (33) .

Eine frlhere Studie von Cavarocci et al. fand neben einer erhdhten
Komplementaktivierung bei EKZ-Einsatz auch eine gesteigerte Plasmakonzentration
von H,O, (10) .

Der verminderte Anstieg der Peroxide bei Einsatz einer heparinbeschichteten

Fremdoberflache im Vergleich zur PVC-Oberflache wird demnach als positiv im
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Sinne der Hamokompatibilitét gesehen und die Bestimmung durch Flowenzymologie
als direkte Detektionsmethode ist viel versprechend. Dennoch sind weitere
Untersuchungen mit Hilfe dieses Tests unter klinischen Bedingungen und unter
Einbeziehung weiterer Fremdoberflachen notwendig, um die Aussagekraft des

Markers beurteilen zu kdnnen.

4,2.2.4 Elastase
4.2.2.4.1 RGES-Elastase

In der Lymphozytenpopulation wurde ein schwacher Anstieg der MFI-Mittelwerte
zwischen dem Leerwert und dem heparinbeschichteten Schlauch mit nachfolgendem
weiterem Anstieg zum PVC-Schlauch beobachtet (Leerwert 0,63MFI, Heparin
1,68MFI, PVC 5,92MFI). Diese Werteanstiege sind signifikant mit p<0,01 in der
ANOVA.

Die Monozyten reagierten starker auf die Aktivierung wahrend der Rotation und
steigerten die MFI fir RGES-Elastase vom Leerwert (5,45MFI) (ber den
Heparinschlauch (13,18MFI) zum PVC-Schlauch hin (20,8MFI). Auch hier erreichten
alle Vergleiche der Mittelwerte ein hohes Signifikanzniveau von p<0,001.

Fir die Granulozytenpopulation ergab sich ein ahnliches Bild wie fiir die
Lymphozyten mit insgesamt leicht erhohter Fluoreszenzintensitat. Neben dem
Leerwert mit einer MFI von 1,5 kam es zu einem geringen Anstieg der Mittelwerte fiir
den Heparinschlauch (2,13MFI) und einem starkeren Anstieg fur den PVC-Schlauch
(6,075MFI). Die Vergleiche aller Werte untereinander zeigen Signifikanz.

4.2.2.4.2 AAPV-Elastase

Die Mittelwerte der AAPV-Elastase zeigen flr die Leukozytenpopulationen jeweils
ansteigende Tendenz (Leerwert < Heparin < PVC). Fir die Lymphozyten kam es bei
einem Leewert von 4,04MFlI zu einem geringen Anstieg der MFI beim
Heparinschlauch (4,43) und zu einem deutlicheren Anstieg des PVC Schlauchs
(6,2MFI).

Bei den Monozyten zeigten sich Anstiege gegenuiiber des Leerwerts (22,2MFI) zum
Heparinschlauch mit 25,2MFI und stéarker ausgeprégt zum PVC-Schlauch mit

35,9MFI. In der Granulozytenpopulation wurde dieser Anstieg gleichmaRiger
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beobachtet (Leerwert 11,28MFI, Heparin 15,4MFI, PVC 21,1MFI).Die Vergleiche der
Mittelwerte zwischen Leerwert und heparinbeschichtetem Schlauch bzw. PVC-
Schlauch, sowie zwischen Heparinschlauch und PVC-Schlauch wiesen in allen

Leukozytenpopulationen Unterschiede auf hohem Signifikanzniveau (p<0,001) auf.

4.2.2.4.3 Zusammenfassung Elastase

Bei den Elastasebestimmungen handelt es sich um Elastasen die durch Umsetzung
verschiedener Substrate in fluoreszenzaktive Stoffe voneinander differenziert werden
konnen. Die Freisetzung aktiver Elastase erfolgt nach entsprechender Reizung aus
neutrophilen Granulozyten oder beim Zerfall dieser Zellen aus deren Granula. Zum
einen wird AAPV (Ala-ala-pro-val), zum anderen RGES (Arg-gly-glu-ser-Rho110) als
Substrat verwendet. Bisherige Untersuchungen mit kommerziell erhaltlichen Kits
bezogen sich hauptséachlich auf die PMN-Elastase (Poly-morpho-nukleare Elastase)
der neutrophilen Granulozyten.

Es ist bekannt, dass die Aktivitat der Elastasen in inflammatorischen Zustanden, zu
denen in weiterem Sinne auch die extrakorporale Zirkulation gehort, zunehmen.
Tayama et al. fanden 2000 in einem in-vivo Vergleich zwischen heparinbeschichteten
und unbeschichteten Systemen bei EKZ erhdhte Spitzenwerte fir Elastase der
Neutrophilen, die aber bei Einsatz der Heparinbeschichtung deutlich reduziert waren.
Fir diese Studie kam die Carmeda Bioactive Surface — Beschichtung zur
Anwendung, mit der auch die Schlauche der vorliegenden Arbeit beschichtet waren.
(73) . Niedrigere Elastase-Aktivierungen wurden auch von Wendel et al. im Jahr 2000
beobachtet, der in einem in-vitro Versuch bei heparinbeschichteten Systemen
signifikant niedrigere Elastasewerte fand, als in der unbeschichteten Kontrollgruppe
(87) . Dass der Einsatz einer EKZ ohne Beschichtung mit erhdhten Elastasewerten
einhergeht wurde von Acione et al. im Jahr 2000 bestéatigt. Hier wurden bei einem
Vergleich von Patienten mit und ohne EKZ fiir die Elastasekonzentrationen ein hohes
Signifikanzniveau  gefunden  (p<0,001) (4). Der positive Effekt der
Heparinbeschichtung konnte jedoch nicht durch weitere Zugabe von Inhibitoren, wie
Aprotinin, verbessert werden — es konnten von Defraigne et al. keine additiven
Effekte im Sinne einer verminderten inflammatorischen Aktivierung festgestellt
werden (13) . Fur die Hamokompatibilitatstestung anderer Beschichtungen (Silikon)

fir Oxygenatoren konnten zwar Anstiege der Elastasewerte (p<0,05) gemessen
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werden, ein Unterschied zwischen unbeschichtetem und silikonbeschichtetem
System konnte jedoch nicht erfasst werden (82) . Da die Heparinprésenz offenbar
eine verminderte Aktivierung der Granulozyten bewirkt, stellt sich die Frage,
oxidativen Burst gleichartige Effekte durch das in der Beschichtung der Schlauche
als Festphase gebundene Heparin auch durch eine erhéhte systemische Gabe von
Heparin bei Verwendung unbeschichteter Systeme vorliegen. Dies wurde in einem
Simulationsmodell getestet. Hinsichtlich der Elastaseaktivitdt scheint dies nach
Bannan et al. nicht der Fall zu sein, denn die Messwerte fur Elastase steigen bei
systemischem Heparineinsatz starker an, als bei kovalenter Beschichtung (30min
Zirkulation 570 vs. 145 Mikrogramm/l, p<0.01, 60min Zirkulation 646 vs. 278
Mikrogramm/I, p< 0.01, 120 min Zirkulation 613 vs. 403 Mikrogramm/I, p< 0.05) (5).

Nach Literaturrecherche erscheint Elastase als gut untersuchter und zuverlassiger
Marker fir die Aktivierung von Zellen durch Fremdoberflachen. Der Vorteil der
Heparinbeschichtung mit erniedrigter Aktivierung durch niedrigere Elastasewerte
wurde auch in der vorliegenden Arbeit bestatigt. Hervorzuheben ist als Unterschied
zu anderen Studien jedoch der neue Analyseansatz durch die Flowenzymologie an
lebenden Zellen im Gegensatz zu Plasmabestimmungen der PMN-Elastase. Die
Handhabung der CellProbe-Methoden erwies sich als unkompliziert und zuverlassig
mit konstanten Messergebnissen. Die Aussagekraft der Methode scheint durch die
Literaturangaben verwendbar zu sein, es fehlen jedoch die Vergleiche der
Messergebnisse in einer klinischen Studie an Patienten. Von Vorteil ware auch die
Einfhrung einer Positivkontrolle durch chemische Maximalaktivierung der Zellen im

Ansatz.

4.2.3 Interleukine IL1-B, IL-2, TNF-a

Durch die eng mit anderen Signalsystemen verzahnten Wirkeigenschaften der
Interleukine und die weitreichenden lokalen und systemischen Auswirkungen dieser
Botenstoffe, riickte die Stoffklasse naher ins Zentrum der Beobachtungen zur
Hamokompatibilitit von Fremdoberflachen. Der Stellenwert der Interleukine im
Rahmen von nach EKZ auftretenden pathophysiologischen Vorgangen ist als

auRRerordentlich hoch einzustufen.

4.2.3.1 Interleukin 1
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In der Lymphozytengruppe wurden fiir Interleukin-1p zwar ansteigende Werte nach
120min Aktivierung wahrend der Rotation der Loops von der Autofluoreszenz
(0,079MFI) Uber das NegativeStaining (0,211MFI), Leerwert (0,348MFI),
Heparinschlauch (1,292MFIl) zum PVC-Schlauch (1,878MFI) gefunden, die Werte
bewegten sich aber insgesamt auf sehr niedrigem Fluoreszenzniveau. Zudem
bestanden keine Signifikanzen zwischen dem Leerwert und der Autofluoreszenz,
bzw. dem Negative-Staining-Wert in der ANOVA, wogegen der Student’s-T-Test die
Vergleiche Leerwert vs. Heparin, Leerwert vs. PVC und Heparin vs. PVC mit p<0,01
gewertet wurden.

Die Monozyten zeigten ebenfalls einen Anstieg wie die Lymphozyten, jedoch auf
einem etwas hoheren Fluoreszenzniveau (Auto 0,341MFI, NS 0,947MFI, Leerwert
2,86MFI, Heparin 3,3MFI, PVC 3,8MFI). Sowohl ANOVA, als auch der Student’s-T-
Test bewerteten die Mittelwertabsténde als hochsignifikant mit p<0,01.

Deutliche Unterschiede zeigten sich dagegen bei den Granulozyten, bei denen auch
ein ausreichend sicherer Abstand zwischen Autofluoreszenz (0,787MFI), NS
(1,68MFI) und dem Leerwert (30,494MFI) bestand. Gegenuiber dem Leerwert kam es
zu gering ansteigender MFI fir die Heparinbeschichtung (32,98MFI) und einem
starkeren Anstieg der MFI fur IL-13 im PVC-Schlauch (43,183MFIl). Die
Signifikanzgrenze von p<0,01 wird in der ANOVA bei MW-Vergleich zwischen
Leerwert und PVC erreicht, nicht jedoch zwischen Leerwert und Heparin, was positiv

im Sinne der HAmokompatibilitéat zu werten ist.

4.2.3.2 Interleukin 2

Im Lymphozytengate wurden bei &uflerst niedrigem MFI-Niveau zwar veranderte
Werte in den Proben aus den Schlduchen und dem Leerwert gegeniber
Autofluoreszenz und NS erfasst, die Messungen sind aufgrund der eng beieinander
liegenden Werte nicht vertrauenswirdig.

Fir die Monozyten kommt es mit insgesamt leicht starkeren MFI bei den Schlauchen
ebenfalls nur zu geringeren Unterschieden der MFI zwischen Proben aus den
Schlauchen. Signifikante Unterschiede werden dabei nicht erreicht, jedoch beim

Vergleich zwischen Autofluoreszenz, NS und allen anderen Proben.
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In der Granulozytenpopulation wurden keine Unterschiede zwischen Leerwert,
heparinbeschichtetem Schlauch und PVC-Schlauch gefunden. Die Interleukin-2-
Bestimmungen blieben insgesamt ohne aussagefahiges Ergebnis.

4.2.3.3 Tumor-Nekrose-Faktor-a

In den Lymphozyten- und Monozytenpopulationen wurden bei insgesamt niedriger
MeanFluorescence-Intensitat keine Unterschiede zwischen Leerwert,
heparinbeschichteter Oberflache und PVC-Schlauch gefunden.

In der Granulozytenpopulation kam es zu einem diskreten Ansteigen der MFI
zwischen Leerwert (3,58MFI) und Heparinbeschichtung (3,688MFI), sowie zu einem
weiteren Anstieg in den Proben aus dem PVC-Schlauch (4,117 MFI).

Der Mittelwertvergleich zwischen heparinbeschichtetem Schlauch und PVC-Schlauch
wurden von ANOVA und Student’s-T-Test als signifikant eingestuft (p<0,01), was
ebenso fiir den Vergleich der MW zwischen Leerwert und PVC-Schlauch zutrifft. Die
fehlende Signifikanz zwischen Leerwert und Heparinbeschichtung kann fur die

Hamokompatibilitat der Carmeda-Beschichtung als positiv bewertet werden.

4.2.3.4 Bedeutung der Zytokine

Der Einsatz heparinbeschichteter Systeme in der extrakorporalen Zirkulation
reduziert die Komplementaktivierung und Fibrinolyse. Der Einflu der Beschichtung
der Systeme auf die Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen wurde bisher
jedoch nur selten untersucht.

Der Tumornekrosefaktor-o. spielt eine wichtige Rolle in der Abwehrreaktion des
Korpers gegeniber schadlich einwirkenden Reizen und ist, wie auch die Zytokine IL-
1B und IL2, eng mit den Antwortmechanismen des Komplements und der zellularen
Abwehr verzahnt. Die friihe, exzessive Freisetzung von TNF wahrend der EKZ fiihrt
jedoch zu einem ,Zytokin-Sturm“ im Regulationssystem, von dem aus eine
Beglinstigung fur die Entstehung einer systemischen inflammatorischen Reaktion
ausgehen kann (SIRS-Promotion). Hierbei triggert freigesetztes TNF- o eine
Konformationsénderung der Adhéasionsepitope (Selektine) auf Neutrophilen und auf
Zellen des Endothels. Dieser Vorgang wurde bereits bei den Markern CD11B und

CD11C, bzw. CD18 in dieser Arbeit beobachtet. TNF-a stellt fiir Neutrophile einen
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auRerst starken Reiz, dar, der zu hoher Ausschittung aktiver Enzyme wie Elastase
fahrt (siehe Ergebnisse AAPV-/RGES-Elastase) und wird aus diesem Grund auch fir
in-vitro-Versuche als alleiniges Aktivans fir Leukozyten verwendet. Er wirkt ebenfalls
als endogener Mediator der Neutrophilen-Migration wahrend einer systemischen
inflammatorischen Antwort. Dies wurde durch die Beobachtung belegt, dass es nach
Applikation von TNF-a. an Patienten, nach einer Neutropenie zu einer Neutrophilie
durch Migrationsvorgange kommt (79) .

Der positive Effekt einer niedrigeren TNF-a-Freisetzung bei Verwendung einer
heparinbeschichteten Oberflache wurde 1996 von Yamada beobachtet. Wéahrend
EKZ stiegen die TNF-a-Konzentrationen im Plasma signifikant schwécher an, als in
der unbeschichteten Kontrollgruppe (91) . Auch im Tierversuch wurde erkannt, dass
in einem Simulationsmodell einer extrakorporalen Zirkulation bei Hasen bei
Heparinbeschichtung ein TNF-a-Anstieg im Gegensatz zum unbeschichteten System
nicht auftrat (60). Diese Ergebnisse wurden jedoch von anderen Studien nicht
geteilt. Steinberg et al. verglichen wahrend EKZ ebenfalls eine Heparinbeschichtung
gegen unbeschichtetes Material und konnten keine Unterschiede feststellen (68) . Es
wurde ferner vermutet, dass die TNF-a-Anstiege durch Scherkrafte auf die Zellen bei
Verwendung von verschiedenen Pumpensystemen beeinflusst wurden. Diese
Ansicht wurde von Sao 1995 (65) abschlagig beurteilt, der die TNF-a-Konzentration
beim Einsatz von Roller- und Zentrifugalpumpen gleichbleibend erfasste. Dies wurde
1996 von Pomianek bestatigt, der zusatzlich zu den Scherkraften Nachaktivierung
(S.epididermidis) einsetzte. Dass in-vivo die TNF-a-Konzentration im Patientenblut

zunimmt bleibt allerdings unbestritten (46) .

Fur die Zytokine Interleukin-1p und Interleukin-2 liegen ebenfalls unterschiedliche
Studien vor, die in ihrer Gesamtheit kein eindeutigen Muster fur das Verhalten der
Marker in Bezug auf den Beschichtungsvorteil von Materialien ausweisen.

Interleukin-1p  ist fir die Materialforschung wegen seiner vielféltigen
Wirkungsmechanismen von besonderem Interesse. Erhohte IL-1B-Prasenz zieht
Fieber, Leukozytose und die Produktion von Akute-Phase-Proteine nach sich.
AufRerdem werden durch den IL-1a-Einfluss vermehrt Adhasionsmolekile wie ICAM-
1, VCAM-1 und E-Selektine von Endothelzellen bereitgestellt, was zu einer
Aggregation von Neutrophilen und Monozyten fuhren kann, die ihrerseits weitere
Kaskaden auslésen. Die Wirkung von IL-1 und TNF-a &@hnelt sich hinsichtlich der
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Aggregationsférderung von Leukozyten und der Aktivierung dieser mit nachfolgender
Degranulation. Steingerg et al. konnten 1995 keine Unterschiede zwischen
beschichtetem und unbeschichtetem Material wahrend EKZ feststellen (68). Bei
unbeschichteten Simulationsmodellen wurde allerdings eine sign. Erhdhung der IL-
1B-Konzentration festgestellt (2) (22) .

Die steigende Prasenz von Interleukin-1p wahrend realer EKZ steht jedoch fest (46).

Die Literaturrecherche fur Interleukin-2 zeigte, dass sehr wenige Daten zu diesem
Marker bestehen. Bei Sao’s Versuch, die proinflammatorische Antwort der
Mediatoren auf EKZ zu erfassen, wurde IL-2 nur inkonstant erhoht erfasst und es
konnten keine sign. Unterschiede erzielt werden. IL-2 scheint dabei ein trages
Antwortverhalten auf Aktivierungsreize zu zeigen, da auch ein vierstindiger
Fremdoberflachenkontakt des Bluts wahrend Dialyse keinen Einfluss auf die
Expression hatte. In der gleichen Studie konnte jedoch auch eine signifikante IL-2-
Prasenz gegeniiber dem Ausgangswert bei 18-stiindiger Puma-Aktivierung (!) von
Blut gefunden werden (Rostaing et al. 2000 (64) . Obgleich der Nutzen des Markers
IL-2 fur die Hamokompatibilititsvorhersage von Fremdmaterialien nicht
abzuschétzen ist, scheinen zum gegenwartigen Zeitpunkt andere Marker besser
geeignet zu sein (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a).

Die Bereitschaft Zytokine aufgrund Reizen wahrend EKZ freizusetzen ist
moglicherweise interindividuell stark unterschiedlich. Aus diesem Grund sind gréRere
Fallzahlen notwendig um die Ergebnisse zu konsolidieren.

Hervorzuheben ist, dass es sich bei den Interleukinen um eine de-novo-Synthese auf
Aktivierungsreize handelt. Aus diesem Grund kann es zu verzdgerten Anstiegen der
Konzentrationen kommen und es ware von Vorteil, dies mit einer Kinetikstudie der
Freisetzung zu untersuchen. Die Studien der Vergangenheit wurden Uber indirekte
Bestimmungsmethoden fiir Zytokine durchgefiihrt, wohingegen es sich in der
vorliegenden Arbeit um direkte Ansatze handelt. Die gefundenen Ergebnisse
spiegeln die Erfahrungen anderer Studien mit den Markern wieder.
Zusammenfassend ist Rolle der Zytokine weiterhin unklar, es sind jedoch
Schlusselfunktionen fiir die Ablaufe im Rahmen der Hamokompatibilitat zu vermuten,

die weiterer Klarung bedurfen.

4.2.4 Heat Shock Protein HSP 70
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Die Messung des HeatShockProteins 70 hatte in der vorliegenden Arbeit
experimentellen Charakter. Es handelt sich um ein Protein, welches im Rahmen von
Stressreaktionen der Zelle nachweisbar wird und erst seit kurzer Zeit durch die
Bereitstellung geeigneter Nachweisverfahren und -Reagenzien ins Interesse der
Hamokompatibilitatsforschung stieB. Die Kopplung des Antikérpers mit einem
durchflulzytometrischen Sekundarantikdrper stellte einen neuen methodischen
Ansatz dar.

Fir die Messung des HeatShockProtein70 wurden nur gering ansteigende
MeanFluorescence-Intensititen vom Leerwert auf die an der Rotation
teilgenommenen Schlauche gemessen. Teilweise sank die MFI des PVC-Schlauchs
gegen den heparinbeschichteten Schlauch leicht ab (Lymphozyten, Monozyten,
Granulozyten). Trotz Signifikanz zwischen NegativeStaining sowie Autofluoreszenz
und allen anderen Bestimmungen (positive Kontrollfunktion fir die Methode) und
einzelnen signifikanten Vergleichen zwischen Leerwerten und Schlauchtypen kénnen
die Unterschiede zwischen den Schlauchtypen auf diesem Fluoreszenzniveau nicht
als bedeutend gewertet werden.

Grunde fur die geringen Unterschiede konnen in einer mit 120min zu kurzen
Rotationsdauer der Loops liegen (zu schmales Aktivierungszeitfenster). Hier waren
Untersuchungen mit langeren Rotationszeiten der Loops zu fordern. Auch eine
Nachaktivierung, als Booster fiir die wahrend der Rotation eingetretene Aktivierung,
mit geeigneten Aktivatoren ware wiinschenswert. Weitere Sicherheit in methodischer
Hinsicht wirde die Bereitstellung eines bereits mit Fluorochromen konjugierten
HSP70-Antikdrpers bringen um wahrend des Prozesses der Sekundarmarkierung,
wie hier vorgenommen, weitere Manipulationen der Zellen und des Antikorpers zu
umgehen. Untersuchungen mit HSP70 wurden bisher in der Mehrzahl mittels
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) vorgenommen. Dieser Ansatz weist mRNA fiir
HSP70-Trasskipte in den Untersuchungsansétzen bei einer &uf3erst geringer
Nachweisgrenze nach. Eine Untersuchung nach dieser Methode ergab bei Weber et
al. im Jahr 2001 keine Unterschiede zwischen verschiedenen Beschichtungen und
Materialien in einem closed-loop in-vitro Modell (84) mit der Schlussfolgerung, dass
die Aktivierungszeiten auf die Zellen im Modell zu kurz sein kénnten.

Fiur HSP70 werden zell- und organismusprotektive Fahigkeiten vermutet. Eine
Induktion des Markers wurde wahrend Ischamie und Trauma beobachtet. In

experimentell simulierten ischamischen Situationen fiir Myokardzellen korrelierte die
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HSP70-Prasenz mit einer Verkleinerung des Infarktgebietes, einer Verbesserung der
myokardialen Funktion und Erholung geschadigten Endothels (71) .

Literaturquellen fur den Marker im Zusammenhang mit der Biokompatibilitdt von
Oberflachen oder des Verhaltens bei der extrakorporalen Zirkulation sind bisher
kaum vorhanden. HSP70 ist nicht zuletzt wegen des offenbar protektiven Potentials
Ziel weiterer Studien. HSP70-Antikérper erscheinen aber zum jetzigen Zeitpunkt fir
die Untersuchung der Hamokompatibilitdét fir Fremdoberflachen mit kurzen
Aktivierungszeiten eher wenig geeignet. Eine Evaluation der methodischen Anséatze
zur Bestimmung (DurchfluBzytometrie vs. PCR) erscheint sinnvoll, da die
Nachweisgrenze des Markers wahrscheinlich eher im Genbereich erreicht werden

kann.

4.2.5 Thrombozytenstudien
4.25.1 CD41-Markierung aus Thrombozyten

Fir den Oberflachenmarker CD41 auf Thrombozyten kam es wie erwartet zu einem
Abfall der MFI fir CD41 mit zunehmender Aktivierung der Zellen. Gegeniuiber dem
Leerwert (1,368MFI) sinkt das Signal tber den beschichteten Schlauch (1,181MFI),
PVC-Schlauch (0,736MFI), die ADP-Nachaktivierung (0,814MFI) zur maximalen
Aktivierungsform mittels zum Blut zugegebenen Glasperlen (0,766MFI) ab.

Die Markierung der Plattchen mit CD41 gehorte zu den Kontrollversuchen fir die
weiteren Thrombozytenstudien. Die Veranderungen der MFI wurden wie erwartet
beobachtet. Der Abfall der Markierungssignale mit zunehmender Aktivierung kann
mit der zunehmenden Aggregation von Plattchen an Leukozyten (diese werden im
Thrombozytengate nicht erfasst) oder an andere Thrombozyten selbst erklart. Im
letzteren Fall werden diese Thrombozytenaggregate wegen ihrer GréRe nicht mehr
erfasst — es kommt gleichsam zum ,Verlust* von Plattchen fiir die Zellz&hlung auf
Einzelzellniveau im DurchfluRzytometer. Ein weiter Ansatz fiir den Verlust von
Thrombozyten aus dem Ansatz ist die Anheftung der Thrombozyten auf der
Fremdoberflache selbst. Ein Verlust an Thrombozyten kann dementsprechend auch
bei den Zellzahlen (siehe dort) nachvollzogen werden. Ein weiterer Ansatzpunkt fiir
die gefallene MFI fiir CD41 auf Thrombozyten kénnten morphologische Anderungen
der Membranoberflache infolge der  Aktivierungsvorgdnge sein.  Der

Oberflachenkontakt verandert moglicherweise die Membranrezeptoren so, dass es
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die Thrombozyten physikalisch-chemischer Stimulation gegeniber
widerstandsfahiger werden. Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass

Oberflachenrezeptoren internalisiert werden.

4.25.2 Thrombozytenadhasion an Leukozyten

Es konnte festgestellt werden, dass wahrend der Rotation der Loops CD41-positive
Thrombozyten an Leukozyten adhéarieren. Deutlich wurde dies bei Lymphozyten die
im Leerwert eine MFI von 11,67 fir CD41, fiir den heparinbeschichteten Schlauch
einen Anstieg der MFI auf 15,5 und beim PVC-Schlauch eine MFI von 17,58 zeigten.
Die Vergleiche zeigten hohe Signifikanz der MW-Differenzen zwischen dem Leerwert
und beiden Schlauchtypen, sowie zwischen den Schlauchtypen untereinander.

In  der Granulozytenpopulation  wurde ebenfalls ein  Anstieg der
Thrombozytenadhésion durch steigende MFI angezeigt (Leerwert 1,28MFI, Heparin
1,358MFI, PVC 1,522MFI). Diese Unterschiede bestehen auf insgesamt niedrigem
Fluoreszenzniveau und wurden im Student’s T-Test bei allen Vergleichen signifikant
gewertet (Leerwert—-PVC, Leerwert—Heparin, PVC—Heparin), in der Varianzanalyse
mit Bonferroni-Korrektur jedoch nicht. ErfahrungsgemaR ist bei derart niedrigen
Fluoreszenzsignalen eine kritische Beurteilung angemessen und die Ergebnisse

sollten durch weitere Untersuchungen bestatigt werden.

4.2.5.3 Fibrinogenadhésion an Leukozyten
4.2.5.3.1 Monoklonaler Fibrinogen-Antikérper

Es wurde die Anheftung von Fibrinogen an Granulozyten durch Detektion von
sekundarmarkiertem Fibrinogen (PE) auf Granulozyten mit einem monoklonalen
Antikorper untersucht. Bei einem Leerwert von 3,5MFI kam es nach 120min Rotation
im Heparin-Loop zu einem Anstieg der MFI auf 4,96 und im PVC-Loop zu einem
Anstieg der MFI von 7,02. Diese Anstiege belegten die Prasenz von Fibrinogen an
Granulozyten, wobei ein Vergleich der MW-Unterschiede eindeutige Signifikanzen
zwischen dem Leerwert und beiden Schlauchtypen, sowie unter den Schlauchtypen
selbst ergaben (p<0,001).

4.2.5.3.2 Polyklonaler Fibrinogen-Antikorper
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Eine Wiederholung des vorangegangenen Versuchs mit einem polyklonalen
Antikorper gegen Fibrinogen mit Sekundérmarkierung zeigte gegeniber dem
Leerwert (5,29MFI) eine vermehrte Fibrinogenprasenz an Monozyten nach 120min
Rotation der Loop im heparinbeschichteten Schlauch (6,51MFI) und im PVC-
Schlauch, dort jedoch geringer als im verglichenen Heparinschlauch (5,86MFI). Es
bestand ein hohes Signifikanzniveau bei allen Standartvergleichen der Mittelwerte.
Das Verhalten der Fibrinogenadhéasion wurde bei Granulozyten deutlicher
beobachtet. Hier wurden bei einem Leerwert von 6,0MFI eine Steigerung der MFI
beim Heparinschlauch auf 8,4 und beim PVC-Schlauch auf 9,625 erfasst. Die
ANOVA beurteilte die Anstiege der Fibrinogenadhasion an Granulozyten als
eindeutig signifikant mit p<0,001 bei allen Vergleichen (Leerwert—Heparin/PVC,
Heparin—PVC).

4.25.4 Fibrin-Adhasion an Thrombozyten

Weiterhin wurde die Anheftung von Fibrin auf  Thrombozyten mit einem
sekundarmarkierten Fibrin-Antikdrper detektiert. Hier konnten keine Unterschiede der
Schlauche fir Adhéasion von Fibrin an Thrombozyten nach 120min Rotation
festgestellt werden (Leerwert 4,07MFI, Heparin 3,633MFI, PVC 4,8MFI). Auch eine
ADP-Nachaktivierung eines Teils des Ausgangsbluts erbrachte keine gesteigerte
Anheftung (4,477MFI). Um das Ergebnis zu kontrollieren wurde eine Positivkontrolle
mit maximalem Aktivierungsreiz durch Zugabe von Glasperlen in einen Loop
eingefiihrt, die mit einer Steigerung der MFI von 39,87 nach 120min gemessen
wurde. Die Positivkontrolle war hierbei erwartet signifikant gegeniiber allen anderen
Messwerten (p<0,001).

4255 CD62P-Markierung auf Thrombozyten

Die Untersuchung des Merkmals P-Selektin (CD62P) auf Thrombozyten ergab eine
Steigerung der Expression nach 120min Rotation der Schlauche gegeniiber dem
Leerwert. Es konnte ein schwacher Anstieg der MFI fir CD62L des Leerwerts (5,17)
auf den Heparinschlauch (6,68MFI), sowie ein starkerer Anstieg zum
unbeschichteten  PVC-Schlauch (14,0 MFI) hin erfasst werden. Die
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Mittelwertdifferenzen wurden bei allen Vergleichen als eindeutig signifikant in der
ANOVA und im Student’s T-Test bewertet (p<0,001 fir Leerwert—Heparin/Leerwert—
PVC / Heparin—PVC).

4.25.6 Zusammenfassung der Thrombozytenstudien

Als Antwort auf Agonisten, wie dem Rotationsreiz, Thrombin, Kollagen oder ADP-
Aktivierung, kann ein Spektrum spezifischer, aktivierungsabhéngiger Veranderungen
der Plattchenantigene detektiert werden. Die einwirkende Aktivierung fuhrt zum
Ablauf einer intrazellularen Kaskade von Signaliibermittlungen, die unter anderem
eine Anderung des lonenflusses (Ca) und Alterationen des Zytoskeletts der Plattchen
bewirken (Formanderung). Schliellich kommt es zur Sekretion von Endosomen , die
eine Reorganisaion und Konformationsanderung der Oberflachenrezeptoren
bewirken. Durch bidirektionale Kommunikation der Oberflachenglykoproteine, des mit
der Oberflache verbundene kanalikuldare System und intrazellularen Speichern,
kommt es zu einer vermehrten Expression von GPIIb-GPllla-Komplexen und einer
Abnahme der GPIIb-I1X-Epitope. Die Konformationséanderungen der
Oberflachenrezeptoren hat eine héhere Affinitat fir die entsprechenden Liganden zur
Folge. Gleichzeitig kommt es zur Neo-Expression von Glykoproteinen aus a-Granula
wie CD62P. Die Messung der Glykoprotein-Expression auf der Zelloberflache lasst
Ruckschliisse auf den Aktivierungsgrad und das AusmalRl der stattgefundenen
Sekretionsvorgénge zu.

Nach Studien bewirkt eine um 5% gesteigerte CD62P-Expression eine vermehrte
Anheftung von Plattchen an Leukozyten (Yeo0,1993). Dies stimmt mit den
gefundenen Messungen Uberein. Von anderen Untersuchern wurden wahrend EKZ
ein Fehlen von aktivierten Fibrinogen-Rezeptoren und P-Selektin-Expression
berichtet (1) (21) (38) . Nach den Messungen der vorliegenden Arbeit erscheint die
damals aufgestellte Vermutung, die gesuchten Merkmale koénnten nicht erfasst
werden, da die aktivierten Plattchen wahrend der Zirkulation vom Organismus
abgebaut wirden, nachvollziehbar. Die Adhasion von Plattchen an Leukozyten
wurde auch von Rinder et al. (63) im Zusammenhang mit dem Ausmalfd der CD62P-
Expression beschrieben. Hier kam es zu signifikanten Unterschieden. Die Aktivierung
der Thrombozyten mit Formationsdnderung der liganden-akzeptierenden Epitope

fuhrt zur vermehrten Adhasion von Fibrinogen an die Zellen. Die Bindung von
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Fibrinogen an die Fremdoberflache (Festphase) stellt hierbei einen lberaus starken
Aktivierungsreiz auf Thrombozyten dar und fuhrt zu Adhéasion, Aggregation und in
fortgeschrittenem MalR unter Umstanden zu thrombembolischen Prozessen.

Fir beide getesteten Fremdoberflaichen konnte auf Thrombozyten einwirkendes
Aktivierungspotential  nachgewiesen  werden. Hierbei erwies sich die
Heparinbeschichtung als schwéacherer Reiz. Die Anheftung von Thrombozyten an
Leukozyten, sowie die Expression von CD62P als Aktivierungsmarker kénnten als
sensitive Parameter der Hamokompatibilitat von Fremdoberflachen dienen. Grund ist
das Potential aktivierter Plattchen, Uber verschiedene Regelwege Thrombin zu
generieren was zur Fibrinformation und schlie3lich entweder zum Versagen des
Biomaterials (Thrombusbildung) oder zu Nachteilen fir den Patienten fiihren kénnte.
Weitere Studien werden Uber diesen Vorgang Aufschluss geben. Nicht zuletzt hat
sich die Untersuchung von Adhéasionsvorgangen an Zellen mit Hilfe
fluoreszenzmarkierter mono-/polyklonaler Antikérper als technisch leicht durchfiihrbar
mit konstanten Ergebnissen erwiesen. Ein Verzicht auf eine Sekundarmarkierung mit

Fluorochromen durch bereits konjugierte Antikorper ware von Vorteil.

4.3.0 Lysemethoden

Die Lyse der Erythrozyten im Versuchsansatz stellt einen entscheidenden Schliissel
fur eine qualitativ hochwertige Messung mit dem DurchfluRzytometer dar. Da eine
inkomplette Lyse den gesamten Messvorgang zunichte machen kann, legen alle
Arbeitsgruppen mit durchfluBzytometrischen Anwendungen besonderen Wert auf
diesen Schritt und optimieren die Lyse nach Evaluation verschiedener Methoden
nach eigenem Ermessen und Erfahrungen.

Die im Versuch getesteten Lyseverfahren wurden lediglich subjektiv ausgewertet,
eine statistische Beurteilung fand nicht statt. Ausschlaggebend war die
unkomplizierte Anwendung der Lysing-Reagents, eine klare optische Darstellung der
Leukozytenpopulationen im Forward-/Sideward-Scatter, ein mdglichst geringer
Debris (Zelltrimmer der Lyse) — Anteil, sowie ein geringer Zellverlust aus dem
Ansatz. Kritische Punkte fiir ein optimales Ergebnis lagen eindeutig in der Probenvor-
und Aufbereitung, sowie in der optischen Justierung des DurchfluRzytometers. Auch
die Toleranz des Verfahrens gegenuber Anwenderfehlern erschien wichtig

(Gberzogene Inkubationszeiten), wobei die Verfahren sich als relativ fehlertolerant
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herausstellten und beispielsweise von vorne herein Inkubationszeiten von 15-120min
zulieBen.

Ein weiterer Aspekt war die Lagerung der Proben nach der Markierung mit
Antikérpern bis zur Messung. Idealerweise sollten die Proben nach der Markierung
zur Verhinderung weiterer Interaktionen auf Eis gelagert werden. Dies stellte jedoch
wahrend der Lyse ein Problem dar, da die Lyseverfahren teilweise kritisch auf
Verfahren regierten, die in gekuhlter Umgebung durchgefiihrt wurden. Wahrend die
FACS-Lysing-Solution der Fa. Becton-Dickinson eine Inkubation auf Eis noch mit
akzeptablen Stérungen des spateren Messergebnisses zuliel3, war dies bei den
Lysereagenzien OptiLyse B und OptiLyse C (Fa.Coulter) nicht moglich. Ein Gating
war nicht mehr nachvollziehbar und auch manuell nicht mehr durchzufihren. An
diesem Unstand &andert auch eine nachgesetzte Reinigung der Ansatze durch
Waschschritte nichts.

Unter Raumtemperaturbedingungen zeigte die FACS-Lysing-Solution das stabilste
Ergebnis mit konstant 80%-90% eindeutig eingrenzbarer Zellen. Ahnliche Ergebnisse
erzielte die Coulter OptiLyse B mit 77%-90% eindeutig abgrenzbarer Populationen,
wobei dem eigentlich als No-Wash-Lyse angebotenen Verfahren zumindest ein
Waschschritt nachgestellt werden musste um akzeptable Ergebnisse zu erhalten. Die
Wahl der Lyse fiel aufgrund guter Erfahrungen auf die FACS-Lysing-Solution als
Anwendung fiir alle Versuche. Als weitere Methode wurde eine Messung der
fluoreszenzmarkierten Antikdrper im Vollblut kurz erprobt, jedoch nicht fortgefiihrt, da
Messungen im Vollblut ohne Lyse mit einer extrem hohen Zellzahl pro Messung
einhergehen und die Einstellung des Gerats auf eine derart heterogene Suspension
auRerst schwierig war Durch ihre GroRRe Uberlagerten die Erythrozyten die optische
Darstellung sehr stark.

Zellverluste entstanden hauptsachlich durch mehrere aufeinander folgende
Waschschritte. Hierbei wurde die Erfahrung gemacht, dass sowohl die Verlangerung
der Zentrifugationszeiten, sowie die sanfte Erhéhung der Endrotation einem
Zellverlust vorbeugen kdnnen. Die vorsorgliche Erhéhung des Probenvolumens vor
Beginn der Analyse mit entsprechender Korrektur der Zugabemengen von
Antikbrpern etc. trug ebenfalls zu konstanten Zellzahlen in der Messung bei.
Letztendlich lieBen sich die Ansatze bei ausreichendem Volumen leicht
konzentrieren, bzw. korrigieren, wobei die durchflu3zytometrische Messung nicht auf

Volumen, sondern auf Einzelzellen in definierter Anzahl basierte.
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Um das Nadelohr der Lyse sicherer zu machen, war eine konstante Behandlung der
Proben notwendig. Fir das DurchfluRzytometer Coulter EPICS XL existiert eine
Erweiterungseinheit mit der Moglichkeit der vollautomatischen Lyse der Ansétze und
anschlieBender Messung (Q-Prep®). Hierbei kénnen sowohl Wash- als auch No-
Wash Methoden zum Einsatz kommen. Eine Automatisierung der Lyse ist sicherlich
von Vorteil, setzt jedoch die rdumliche Néhe zwischen Markierung der Probe und
Messplatz voraus.

Eine weitere Mdoglichkeit verbesserte Messbedingungen zu erzielen war die
Herstellung von  reinen  Zielzell-Suspensionen, wie dies bei den
Thrombozytenbestimmungen als PRP (Platelet-rich-plasma) und teilweise bei den

intrazellularen Enzymen (Leukozytensuspension) angewandt wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Zellen nach der Markierung mit
Oberflachenantikérpern mittels Formalin-Losung fixiert. Bei Enzymbestimmungen
enrfolgte dieser Schritt nach der Inkubation mit fluorochromkonjugierten Substraten.
Das Formalin bewirkte hierbei den Tod der Zellen und somit den Stopp der
Lebensvorgénge, was einerseits bei den Bestimmungen der intrazellularen Enzyme
erwiinscht war, andererseits aber die Integritat und natirliche Struktur der Zellen
beeinflusste. In der Literatur wurde die Formalinfixierung zum Teil fiir den Verlust
von Zellen aus den Ansatzen verantwortlich gemacht (75). Die Formalinfixierung wird
kontrovers diskutiert. Der Aspekt der ,Biosafety* fir den Anwender durch die
Fixierung ist jedoch nicht zu unterschétzen und die Fixierung wurde nicht zuletzt aus
diesem Grund in den Versuchen angewendet. Da die Spender nicht auf
Infektionskrankheiten getestet wurden, ist die Messung von nicht-lebenden Zellen in

diesem Fall von Vorteil.

4.4.0 Zellzahlen

Bei Betrachtung der Zellzahlen fielen fiir die Thrombozyten starker abfallende Werte
im unbeschichteten PVC-Schlauch (Leerwert PVC 263 Tsd/ul, PVC 60min 219
Tsd/ul, PVYC120min 232 Tsd/ul) gegeniiber der Heparinbeschichtung auf, in letzterem
Schlauch blieben die Thrombozytenwerte ndherungsweise konstant.

Die Erythrozytenzahlen blieben gegeniiber den Leerwerten in beiden Schlauchtypen

bei 60 und 120min Rotationsdauer im Rahmen der Messgenauigkeit annéhernd
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konstant .Die Leukozytenzahl fiel in beiden Schlauchtypen mit zunehmender

Rotationsdauer in geringem Malf? ab.
4.4.1 Zusammenfassung der Zellzahlen

Der Abfall der Thrombozyten und Leukozyten deckte sich mit den beobachteten
Adhéasionsvorgangen zwischen den beiden Zelltypen. Aggregate aus Plattchen und
weilRen Blutkdrperchen werden im Zell-Counter nicht mehr erfasst oder als
Fehlmessung identifiziert. Weiterhin kommt es durch die bekannte, aber in dieser
Arbeit nicht untersuchte, Adhésion von Blutzellen an die Fremdoberflache zu einem
Zellverlust im Gesamtansatz.

Die Reduzierung beider Zellzahlen wurde bereits durch die Studien in anderen in-
vitro Simulationsmodellen mit Vergleich beschichteter und unbeschichteter
Schlauchsysteme untersucht. Bannan fand 1997 ebenfalls einen starkeren Abfall der
Thrombozyten in unbeschichteten gegeniiber heparinbeschichteten Systemen mit
Abhangigkeit von der Expositionsdauer (60min 26 vs. 193 x 10%L, p<0.01, 120 min
28 vs. 193 x 10%L, p<0.01). Diese Abfalle waren jedoch stirker als in der
vorliegenden Arbeit, wie auch die von Bannan gemessenen Leukozytenzahlen
(60min 0.9 vs. 2.4 x 10%/L, p<0.01, 120min 0.9 vs. 1.8 x 10%L, p<0.01) (5) .

In vivo kommt es bei EKZ zu uneinheitlichen Schwankungen der Thrombozyten :
Hatori et al. konnten zwischen beschichteten und unbeschichteten Systemen bei
EKZ keine Unterschiede der Plattchenzahlen feststellen (23) , wohingegen Nakajima
fur die Heparinbeschichtung Duraflow einen signifikant schwacheren Abfall der Thr.
gegeniber unbeschichtetem Material beschrieb (p<0,001) (56) . Moen beschreibt
ebenfalls diesen Vorteil der Duraflow-Beschichtung in-vivo mit signifikant geringerem
Abfall der Thr. bei Heparinbeschichtung bereits in den ersten 10min nach EKZ-
Einsatz. Hier erfuhr auch die Leukozytenzahl einen starkeren Abfall bei Fehlen einer
Beschichtung (p<0,04) (52) .

Die unterschiedliche Reaktion der Thr./Leukozytenzahlen in-vivo und in-vitro kénnen
durch den Einsatz des Simulationsmodell als geschlossenes System ohne
Méoglichkeit der Rekrutierung weiterer Zellen aus dem Knochenmark oder
Elimination/Migration aktivierter Zellen im Organismus in-vivo erklart werden. Ein

Vorteil der Heparinbeschichtung fur die Biokompatibilitat besteht sicherlich.
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Die gleich bleibenden Erythrozytenzahlen weisen auf eine sehr geringe mechanische
Schédigung der Zellen wahrend des Versuchsablaufs hin, was positiv im Sinne der
Hamokompatibilitat gewertet wird.

4.5.0 Humorale Marker
4.5.1 B-Thromboglobulin

Bei fast  gleichen  Ausgangswerten (93 Ul/ml) zeigte die B-
Thromboglobulinmessungen einen  schwachen Anstieg der Werte im
heparinbeschichteten System bei 60min Rotation (339 Ul/ml) mit weiter
Wertezunahme bei Rotationsfortsetzung (120min 379 Ul/ml). Die unbeschichtete
Oberflache rief eine weitaus starke Reaktion hervor mit einem starken 60min-Anstieg
auf 1683 Ul/ml und weitere Steigerung auf 2093 Ul/ml nach 120min. Die Vergleiche
der Mittelwerte im Student’s T-Test ergaben alle eine hohe Signifikant (p<0,001).

Die gefundenen Anstiege werden durch andere Studien mit in-vivo Messungen der
EKZ unterstutzt. Derek et al. beschrieben fir unbeschichtete Systeme B-TG-Anstiege
von 81+74 auf 288+277IU/ml im Vergleich zu heparinbeschichteten (Duraflow-II-
)Systemen mit 104+100 auf 284+166 IU/ml, wobei die Unterschiede der Freisetzung
mit p<0,001 signifikant waren, aber erhebliche Patientenindividualitat auswiesen (54)
. Den gleichen Sachverhalt beschrieb Nakajiima 1996 ebenfalls bei einer Duraflow-II-
Heparinbeschichtung im Vergleich mit unbeschichteten Systemen: Es kam zu
weitaus weniger Plattchenaktivierung bei Présenz einer Heparinbeschichtung im
Gegensatz zur unbeschichteten Oberflache (Heparin 237+143IU/ml, unbeschichtet
373+131 IU/ml, p<0,05). Messzeitpunkte waren hierbei der Beginn und das Ende der
EKZ (56) . Weitere Bestéatigungen erfolgten durch Go et al und Pradhan et al (61) .
Dass diese Beobachtung keinesfalls einheitlich zu bertragen ist wurde stellte Hatori
1994 fest, der bei Untersuchung von heparinbeschichteten Oxygenatoren keine
Unterschiede der B-TG-Freisetzung, bezogen auf die vorhandene / fehlende
Beschichtung, erkennen konnte. Dennoch wurden sign. erhéhte Werte wahrend der
EKZ gegeniiber dem Ausgangswert festgestellt (23). Vergleichbare Messungen in
Simulationsmodellen wurden bisher selten vorgenommen. Die Mehrzahl der in-vivo
beobachteten Anderungen der B-TG-Werte als Aktivierungsmarker fir Thrombozyten
bestétigt jedoch die Ergebnisse dieser Arbeit. Der groRte Unterschied zu den

vorgestellten Studien liegt hierbei in der Verwendung eines ,geschlossenen Raumes*
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fur die Blutzellen wahrend der Aktivierung. Es kann nicht zu den im Organismus
auftretenden  Abbauvorgdngen der Plasmaproteine oder der aktivierten
Thrombozyten kommen. Normalerweise wird B-TG in der Niere metabolisiert und
erscheint daher bei Messungen wahrend der EKZ nicht im gleichen Ausmal im
Ansatz als bei Bestimmung der Proben des Simulationsmodells. Die Beobachtung
einer erniedrigten B-TG-Freisetzung wird als positiv im Sinne der Himokompatibilitat

der Heparinbeschichtung bewertet.

4.5.2 PNM-Elastase

Von gleichem Ausgangniveau aus (Hep. 31,5ug/l, PVC 30,5ug/l) fand eine
schwachere Steigerung der PNM-Konzentration im Heparinschlauch statt (60min
46pg/l, 120min 61,9ug/l) als nach Kontakt mit unbeschichtetem Material (60min
59,6ug/l, 120min 140,8 pg/l). Mittelwertunterschiede zwischen den Schlauchtypen
werden im Student’s T-Test zu beiden Abnahmezeitpunkten mit hoher Signifikant
(p<0,001) bewertet.

Wahrend der Rotation wurde offenbar Elastase aus den Granula der neutrophilen
Granulozyten freigesetzt. Hierfiir konnen mehrere Ursachen herangezogen werden,
von denen eine direkte Aktivierung der Granulozyten durch den Kontakt mit der
Fremdoberflache im Vordergrund steht. Auch eine Aktivierung der intrinsischen
Gerinnung mit Freisetzung der mediatorisch wirkenden Kontaktphasenproteine
Faktor XII, Faktor XI, hochmolekulares Kininogen, sowie Prakallikrein und Einwirkung
dieser auf die Granulozyten ist beschrieben und wiirde mit den in der vorliegenden
Arbeit gemessenen Kallikreinwerten (bereinstimmen (12). Neutrophile besitzen
jedoch auch die Fahigkeit in entstandene Mikrothromben zu migrieren und nach
Kontakt mit Fibrin Elastase zu sekretieren (67). Die genaue Ursache der
Elastaseerhhung ist hier nicht zu bestimmen.

Das Untersuchungsergebnis wird in der Literatur von Bannan et al. bestatigt, bei
deren in-vitro-Studien es bei &hnlichem Versuchsaufbau ebenfalls zu einem
verminderten Anstieg der Elastase in einem heparinbeschichtetem Schlauchsystem
kam (30min Aktivierung unbeschichtet 570 vs. heparinbeschichtet 145 ug/l, p<0.01,
60min Aktivierung 646 vs. 278 pg/l, p<0.01 und 120 min Aktivierung 613 vs. 403 pg/l,
p<0.05).
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Auch wahrend realer EKZ wurden bei Einsatz eines heparinbeschichteten Systems
niedrigere Werte fir PNM-Elastase festgestellt als bei Verwendung unbeschichteter
Oberflachen. Hatori bestimmt fiir die Beschichtung gegen fehlende Beschichtung bei
60min EKZ 558+521ug/l vs. 988+769ug/l, und bei 90min EKZ 701+488 vs.
1338+927ug/l  (23). Der gleiche Sachverhalt wurde von Kagisaki erfasst
(Ausgangswerte Heparin-Gruppe 138+74pg/ml / PVC-Gruppe 120+6pg/ml, wahrend
EKZ Heparin-Gruppe 370+168pg/ml / PVC-Gruppe 1549+224pg/ml) (31) .

Es fiel auf, dass der Anstieg der PNM-Elastase sich mit dem Verhalten der
durchfluzytometrisch gemessenen RGES- und AAPV-Elastasen deckt. Dies wurde
als Hinweis fur eine alternative Verwendbarkeit beider methodischen Ansétze
gewertet. Ein Vorteil der Heparinbeschichtung auf die Ausschittung von Elastase

durch verminderte Kontaktaktivierung scheint zu bestehen.

4.5.3 SC5b-9 — Komplement (TCC — Terminal Complement Complex)

Das Auftreten des terminalen SC5b-9-Komplement-Komplexes wurde bereits 1990
als relevanter Marker fur die Evaluation der Biokompatibilitat von Fremdoberflachen
vorgeschlagen (14) . TCC bzw. SC5b-9 besitzt die Fahigkeit sowohl Zellmembranen
zu attackieren und Plattchen zu aktivieren, als auch Endothelzellen zu aktivieren, die
in der Folge Oberflachenrezeptoren generieren und Leukozyten binden. Mehrere
klinische Studien konnten nachweisen, dass eine Heparinbeschichtung der
Schlauchsysteme die Komplement- und Leukozytenaktivierung signifikant zu senken
vermag. Bei Prasenz der Beschichtung zeigte sich dabei eine Reduktion der
Komplementaktivierung Uber den ,alternative pathway* , was mit einer verminderten
Anzahl zirkulierenden C3b/c und C5b-9 einhergeht. Diese Studien fanden auch, dass
Patienten, die mit einem beschichteten System perfundiert worden waren, signifikant
niedrigere Werte des terminalen Komplementkomplexes (TCC — C5b-9) aufwiesen
und ein besseres klinisches Outcome hatten (29) (74) . Moen et al. fanden bei realer
EKZ eine signifikant reduzierte Anzahl der terminalen Scb5b-9-Komplexe bei
Verwendung von Heparinoberflaichen. Bereits 10min nach EKZ-Start liel? sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den Fremdoberflachen mit deutlich reduzierten
Mittelwerten im heparinbeschichteten Schlauch nachweisen (p<0,001). Dieses
Ergebnis wurde von Pekna et al. bestatigt, der ebenfalls eine Reduktion der TCC-

Konzentration im Plasma unter Heparinbeschichtung vorfand (58) .
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit einer verminderten TCC-Préasenz bei
Beschichtung der Oberflache in Kombination mit einer verminderten Up-Regulation
der P2-Integrine auf Leukozyten (CD11B), bzw. einer verminderten Down-
Regulierung (CD18) ist ein Hinweis auf eine kausale Verbindung zwischen der
terminalen Stecke der Komplementkaskade und der Leukozytenaktivierung. Ein
Vorteil fur die Hamokompatibilitat durch die Heparinbeschichtung wird angenommen.
Bei verschiedenen Ausgangswerten liel3 sich in der vorliegenden Arbeit fir die
unbeschichtete Oberflache eine initial weitaus starkere Konzentration fir Sc5b-9
nachweisen als fir das heparinbeschichtete Material : Heparin Ausgangswert 190,2
ng Sc5b-9/l, 60min 578 ng Sc5b-9/I, 120min 883 ng Sc5b-9/I / PVC 26 ng Sc5b-9/,
60min 1104 ng Scbb-9/, 1496 ng Scbb-9/1 . Die Unterschiede aller
Abnahmezeitpunkte gegenuber den Kontrollen, sowie die Unterschiede zwischen
beiden Schlauchtypen zeigten hohe Signifikanz (p<0,01, 120min Hep. vs. 120min
PVC p=0,01).

4.5.4 Gerinnungsmarker
4541 Thrombin-Antithrombin-Komplex

Die Aktivierung fuhrte in beiden Schlauchtypen zum Anstieg der TAT-Mittelwerte.
Dieser war im Heparinschlauch weniger stark ausgepragt als im PVC-Schlauch,
wobei in beiden Schlauchen der starkste Anstieg in den ersten 60min der Rotation
erfolgte und eine weitere, schwéchere Steigerung zum 120min-Abnahmezeitpunkt
registriert wurde. Heparin zeigte die Messwerte Leerwert 3,5 TAT ug/l, 60min 23 TAT
pg/l, 120min 28,2 TATug/l, und PVC mit Leerwert 5,87 TAT pg/l, 60min 35,5 TAT
pg/l, 120min 35,3 TAT pg/l. Gegenuiber den Kontrollen zeigten alle abgenommenen
Werte signifikante Unterschiede, nicht jedoch die direkten Vergleiche zwischen den
Schlauchen zu den Zeitpunkten 60 und 120min.

Wahrend im vorliegenden Versuch der verminderte Anstieg des TAT mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf die bessere Hamokompatibilitit durch die Carmeda-
Beschichtung zuriickzufuhren ist, lasst sich dieser kausale Zusammenhang bei EKZ
in-vivo nicht ohne weiteres herstellen, da mehrere von der EKZ unabhéngige
Faktoren zur Traumatisierung des Blutes beitragen (Absaugung, CellSaver, Re- und
Transfusion etc.). Bei Kklinische Prifung werden in Patienten, die mit

heparinbeschichteten Systemen perfundiert werden entweder niedrigere oder auch
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gleiche Werte fiir TAT im Vergleich zur Perfusion mit unbeschichteten Materialien
gefunden. Eine der wenigen in-vitro Untersuchungen von Bannan et al zeigte einen
Nachteil des unbeschichteten Systems gegenliber dem beschichtetem Material zu
verschiedenen Abnahmezeitpunkten aus einem closed-loop-Modell : 60min Rotation
24 vs. 13 mg/l, p<0.05, 120 min Rotation 46 vs. 17 mg/l, p<0.05 (5) . Diese
Verhdltnisse treffen auch in-vivo bei EKZ zu, jedoch kdnnen die Unterschiede
zwischen den Schlauchtypen weniger deutlich ausfallen. Muehrcke et al. stellten
nach 30min EKZ sowohl fir beschichtete als auch unbeschichtete Systeme
signifikante Anstiege von TAT fest (p<0,001), jedoch keine bedeutenden
Unterschiede zwischen den Schlauchtypen. Erklart wurde dieses Verhalten mit einer
individuellen Antwort der Patienten auf die EKZ (54) .

Die Erh6hung der Zahl der TAT-Komplexe deutet auf einen gesteigerten Ablauf der
Gerinnungskaskade mit vermehrter Bildung von Thrombin hin, da Antithrombin
ausschlieBlich mit aktiviertem Thrombin bindet. Der Nachweis dieser Komplexe kann
als Indikator der aktuellen Aktivierung dienen, da die Halbwertzeit der Komplexe mit
10min gering ist. Das Verhalten des Markers steht im Einklang mit den anderen
erhobenen Parametern. Die Heparinbeschichtung scheint diesen Ablauf ginstig zu
beeinflussen. Die bessere Hamokompatibilitit der Heparinbeschichtung wird in

diesem Zusammenhang bestatigt.

45.4.2 Prothrombinfragment F1+2

Die Werte fir Prothrombinfragment F1+2 stiegen in beiden Schlauchen mit
zunehmender Rotationsdauer an. Der Anstieg fiel im heparinbeschichteten Schlauch
vergleichsweise niedriger aus (Leerwert 0,59nmol/l, 60min 1,156 nmol/l, 120min
1,356nmol/l) als im unbeschichteten Schlauch (Leerwert 1,0nmol/l, 60min 3,1nmol/l,
120min 4,36nmol/l). Es bestand Signifikanz zwischen den Kontrollen/Leerwerten und
allen Abnahmezeitpunkten (p<0,05), sowie beim Mittelwertvergleich zwischen den
60min-Werten der Schlauchtypen.

Die Werte fur Prothrombinfragment F1+2 erganzen die Bestimmung von TAT, denn
die Menge an F1+2 im Blut ist dquivalent zur Menge des entstandenen Thrombins.
Der ELISA-Test erfasst somit die Faktor-Xa-Umwandlung von Prothrombin zu
Thrombin. Gemessen wurde die tatsachliche Menge an des in Thrombin

umgewandelten Prothrombin. Anhand der Leerwertkontrolle konnte festgestellt
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werden, dass es bereit vor der Rotation im ChandlerLoop zur Aktivierung der
Gerinnung gekommen war, wenn auch in sehr geringem Umfang. Wéahrend des
Rotationsvorgangs zeigten die heparinbeschichteten Schlduche eine geringere
Thrombin-Generierung als unbeschichtete Systeme. Dies untermauert die
Vermutung einer besseren Hamokompatibilitat der Heparinbeschichtung. Danby et
al. fanden 1997 in einem Simulationsmodell ebenfalls  diesen Vorteil der
Heparinbeschichtung (60min Aktivierung 0,7 vs. 13 nmol/l, p<0.01, 120min
Aktivierung 0,9 vs. 1,8 nmol/l, p<0.01, 360 min Aktivierung 13,6 vs. 15nmol/l, p<0.05)
(5). F1+2 wird ebenfalls zur Bestimmung der lokalen Gerinnungsaktivitat bei
Applikation von Stents bei PTCA angewendet. Die Daten bestatigen einen
Biokompatibilitatsvorteil der Heparinbeschichtung. Der Prothrombin F1+2-ELISA
kann hierbei im Zusammenspiel mit dem Test auf Thrombin-Antithrombin-Komplexe
als zuverlassiger Indikator fir die Thrombogenitat einer Oberflache eingestuft

werden. Es wurde beobachtet, dass sich beide Werte konsistent paralell entwickeln.
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5.0.0 Zusammenfassung

Im Rahmen der extrakorporalen Zirkulation werden wahrend Operationen am offenen
Herzen mit Hilfe der Herz-Lungen-Maschine (HLM) kiinstliche Kreislaufe geschaffen.
Ziele sind sowohl die Bereitstellung eines optimalen Operationssitus fur die
Kardiochirurgie, als auch die Sicherstellung einer moglichst unbeeintrachtigten
Kreislauffunktion fur den Patienten. Die Hauptaufgaben des Herzens und der Lunge
werden von der HLM ersetzt und temporar tberbriickt. Fiir diesen Zweck muf3 das
Blut des Patienten (ber den Ersatzkreislauf der Herz-Lungen-Maschine
(extrakorporale Zirkulation, EKZ) geleitet werden, wobei es zu einem intensiven
Kontakt zwischen dem Organ Blut und den eingesetzten kunstlichen
Fremdoberflachen kommt. In Abhangikeit von der Thrombogenitdt der
Fremdoberflache kénnen als Folge dieses Kontakts Aktivierungen von Kaskaden der

Gerinnung und eine inflammatorische Antwort des Organismus auftreten.

Die Interaktionen zwischen Blut und Fremdoberflache, sowie deren Folgen, werden
in der Hamokompatibilitatsforschung untersucht. Die Schaffung einer optimal bio-
und hamokompatiblen Oberflache fir die blutkontaktierenden Systeme st
Gegenstand der aktuellen Forschung auf diesem Gebiet. Die hierbei gewonnenen
Erkenntnisse lassen sich auf einem breiten Einsatzgebiet in der Medizin anwenden -
sowohl im extra- als auch intrakorporalen Bereich, etwa bei der Beschichtung von
Stents fiir die perkutane transluminale Angioplastie (PTCA) oder der Herstellung von
Gefalprothesen und Kunstherzen. Die Hamokompatibilitat einer Fremdoberflache
lasst sich prinzipiell durch Veranderung der Materialbeschaffenheit oder durch
Aufbringen  entsprechender Beschichtungen erhéhen. Beschichtungen mit
Antikoagulantien unter Anwendung verschiedener Immobilisierungstechniken des
gerinnungshemmenden Stoffes stehen derzeit im Mittelpunkt der Bemiihungen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hamokompatibilitdt von unbeschichtetem PVC
und PVC mit einer Heparinbeschichtung (Carmeda ® Bioactive Surface) untersucht,
wobei als Modell fir den extrakorporalen Kreislauf der modifizierte Chandler-Loop
zur Anwendung kam, der einen Blutflul entlang den Fremdoberflachen unter

kontrollierten Bedingungen simulieren kann.
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Fir das Verstéandnis der Interaktionen zwischen Blut und Fremdoberflache
hinsichtlich ihrer Entstehung (Pathway) und ihrer Kinetik, aber auch ihrer klinischen
Auswirkungen auf den Organismus und moglichen schadigenden Wirkungen auf den
Patienten, kdnnen in vivo- und in-vitro Untersuchungen herangezogen werden. Fir
die Untersuchungen der Hamokompatibilitdét wurden laborchemisch nachweisbare
Aktivierungsmarker ausgewahilt.

Neben der Anwendung von klassischen Bestimmungsmethoden fur humorale Marker
Uber ELISA-Techniken wurden in der vorliegenden Arbeit neue Techniken zur
direkten Detektion von fluoreszenzmarkierten Antigenen etabliert. Mit Hilfe der
DurchfluBzytometrie konnten Aktivierungsmarker sowohl auf den Oberflachen von
Einzelzellen, als auch enzymologische Vorgange innerhalb der Zellen erkannt und

somit neue Erkenntnisse gewonnen werden.

Die Heparinbeschichtung verminderte gegentiber unbeschichtetem PVC erfolgreich
die Expression der Oberflachenantigene CD11B und CD11C auf Monozyten und
Granulozyten, sowie die Abwarts-Regulation von CD18 und CD62L auf Granulozyten
wahrend der Aktivierungsphase im Chandler-Loop. Hieraus lasst sich eine geringere
Aktivierung von CD11B-abhangigen Proteasen der Gerinnungskaskade ableiten.
Gleichzeitig ist die verminderte Verlagerung der Antigene an die Zelloberflache

Ausdruck einer geringeren immunologischen Antwort auf die Aktivierung.

Die in der vorliegenden Arbeit angewendete neuere Methode der Flowenzymologie
konnte wichtige Erkenntnisse tber den EinfluR einer hamokompatiblen Beschichtung
auf das intrazellulare Enzymsystem beitragen. Es wurden durchweg starkere
Aktivierungen der Zellen bei Verwendung von unbeschichtetem Material im

Simulationsmodell gemessen, als bei Prasenz der Heparinbeschichtung.

Eine besondere Stellung nimmt die Produktion von Superoxiden (Radikale / reaktive
Sauerstoffverbindungen) wahrend den Aktivierungs- bzw. Abwehrreaktionen der
Zellen ein. Fuar den oxidativen Burst, einem komplexen zellularen
Stoffwechselvorgang, der durch eine Vielzahl von Stimuli ausgelést werden kann,
konnten die signifikantesten Unterschiede in der Granulozytenpopulation (p=0,023)
zum Vorteil der Beschichtung aufgezeigt werden.
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Sauerstoffverbindungen (Peroxide) wurden ebenfalls intrazelluléar flowenzymologisch
detektiert. Die Beschichtung wies einen protektiven Einflull bei signifikant
reduziertem Umsatz des Enzyms Peroxidase in allen Zellreihen (p<0,001) beim
Vergleich der beiden Materialien auf. Bei homogenen Ergbenissen innerhalb der
Versuchsreihe wurde der Marker Peroxide als besonders aussagekrafig eingestuft.
Das verminderte Auftreten dieser starken, intrazellularen Oxidantien wurde, bezogen
auf die Hamokompatibilitatssteigerung der Heparinbeschichtung, als auf3erst positiv
gewertet.

Im bedeutsamen Kallikrein-Kinin-Regelsystem wurde ein deutlicher Anstieg des
Kallikreins bei Lymphozyten (p<0,001) und Granulozyten nach 120 Minuten Rotation
im Loop (p<0,001) bei unbeschichteten Oberflachen beobachtet. Fiir Monozyten und
Granulzyten konnte die Aktivierung durch eine Inkubation der Proben iber 5 Stunden
nach Rotation weiter verstarkt werden, sodafl? auch hier signifikante Unterschiede
erreicht wurden. Da es sich bei Kallikrein um ein proteolytisches, pharmakologisch
hochaktives Peptid mit einer Vielzahl von Wirkungen handelt, riickte es in der

Methodenevaluation der vorliegenden Arbeit ins Zentrum des Interesses.

Es liegt der Schlu nahe, dass die Oberflachenbeschichtung mit Heparin die
Wirkung des Kallikrein und des Faktor Xll auf die intrinsische Gerinnung, die
Fibrinolyse und das Komplement reduzieren kann. Bei der flowenzymologischen
Untersuchung der intrazelluldren Elastaseaktivitdt wurden &hnliche Messergebnisse
wie bei den ebenfalls durchgefiinrten konventionellen (ELISA-) Messungen
gefunden.Die Vorteile der Heparinbeschichtung wurden bei Messung der AAPV- und
RGES-Elastasen bestatigt, die in allen Zellinien geringere Expression fanden, was
auf hohem Signifikanzniveau (p<0,001) validiert werden konnte. Die Elastasen

fanden Eingang als gut reproduzierbarer Parameter fur die Himokompatibilitét.

Als weitere Signaltrager der intra- und interzellularen Kommunikation wurde
besonderes Augenmerk auf die Interleukine gelegt. Bei drei untersuchten
Interleukinen konnte fiir Interleukin-1f eine Zunahme der Messwerte bei Einflu der
unbeschichteten  PVC-Oberflaiche gegeniber der Beschichtung in der
Granulozytenpopulation verzeichnet werden (p<0,01). Ebenso verhielt sich der

Tumor-Nekrose-Faktor-a. in der gleichen Zellreihe. In Lymphozyten und Monozyten
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wurden Messwertéanderungen ohne deutliche Tendenz registriert. Ein mdglicher
Grund fur die schwéacheren Messergebnisse im Simulationsmodell kann in der de-
novo-Synthese der Interleukine wahrend der Aktivierung liegen, was zu einem
verzogerten Anstieg fihrt. Messungen in-vivo zeigten nach Einsatz einer EKZ fir
mehrere Stunden deutlichere Anstiege. Die weitreichenden Funktionen der Zytokine
fur die Hamokompatibilitst bedirfen weiterer Klarung, es sind jedoch
Schliisselfunktionen fir die Ablaufe wahrend der Aktivierung nach Kontakten mit

Fremdoberflachen zu vermuten und weiter zu untersuchen.

Das HeatShockProtein HSP70 ist Teil einer Gemeinschaft verschiedener Eiweil3e,
die sich nach Einwirkung von verschiedensten Stressformen auf die Zelle, incl. des
Hitze-Stresses, bisher ubiquitar im menschlichen Organismus nachweisen lief3en.
Auch hierbei handelte es sich um eine intrazellulare Bestimmung. Fir das HSP 70
konnte keine Aussage uber die Eignung als Marker fir die Hamokompatibilitat
getroffen werden. Zwar wurde die korrekte Etablierung der Testmethode bestatigt,
die Unterschiede auf niedrigem Fluoreszenzniveau wurden jedoch nicht als
aussagekraftig gewertet. Hier sollten methodische Kontrollen Gber andere Verfahren
(PCR) folgen. Die Nachweisgrenze des Markers, auch im Hinblick auf die
erforderliche Sekundarmarkierung mit Fluorochromen, scheint fiir der Durchflu3-

zytometrie zu gering zu sein.

Als Boostereffekt fir die intrazellularen Bestimmungen konnte die flnfstindige
Nachaktivierung durch Inkubation erfolgreich etabliert werden. Dieser methodische
Ansatz entspricht gleichzeitig am nachsten der physiologischen Umgebung und
konnte in weiteren Untersuchungen mit in-vivo gewonnen Messwerten von Patienten

wahrend realer EKZ verglichen werden.

Die Vorteile der Direktmarkierung von Zellen in der DurchfluBzytometrie wurden in
den Thrombozytenstudien weiter deutlich, und konnten Erkenntnisse Uber das
Adhasionsverhalten der an der Gerinnung beteiligten Zellen aufzeigen.

Anderungen der Thrombozytenfunktionen nehmen in der Gerinnungsforschung eine
herausragende Stellung ein, da die nachgewiesenen Konformationsanderungen der
Oberflachenglykoproteine eine Veranderung der Affinitat fur gerinnungsaktive

Liganden bedeuten. Ein Vorteil des angewendeten Simulationsmodells fiir die
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Thrombozytenstudien besteht darin, dass aktivierte Plattchen in-vivo vom
Organismus abgebaut werden und im Simulationsmodell erstmals optimierte
Untersuchungsbedingungen entstehen. Festgestellte abnehmende Zellzahlen der
Thromboyzten lassen Rickschlisse auf interzellulare Adhasionen und Bindung der
Zellen an die Fremdoberflache zu.

Eine zunehmende Adhasion von Fibrinogen an Monozyten und Granulozyten bei
Verwendung von unbeschichtetem PVC-Material wurde nachgewiesen. Auch eine
vermehrte Expression des Aktivierungsmarkers P-Selektin (CD62P) auf der
Thrombozytenoberfliche in PVC-Schlauchen verdeutlichte die verminderte

Hamokompatibilitat des Materials.

Die Erkenntnisse der durchflulRzytometrischen Untersuchungen hinsichtlich der
Hamokompatibilitat wurden von einer Reihe lslicher Aktivierungsmarker erganzt:
Der humorale Marker B-Thromboglobulin, ein bei der Thrombozytenaggregation aus
a-Granula freigesetzter Thromboyztenfaktor, zeigte signifikante Unterschiede
zwischen beschichtetem und unbeschichtetem PVC-Material (p<0,001).

Ein deutlicher Unterschied wurde auch im konventionellen ELISA fur die PMN-
Elastase festgehalten und durch die Messung des terminalen Komplement-
Komplexes sC5b9 untermauert. Alle drei Marker wurden als relevant fir
Hamokompatibilitdtsuntersuchungen bestétigt und haben hohen Stellenwert bei der

Evaluation von Fremdoberflachen erreicht.

Die Beobachtung einer verminderten Prasenz des Terminalen-Komplement-
Komplexes (TCC) bei Beschichtung der Oberflaiche in Kombination mit einer
verminderten Up-Regulation der B2-Integrine auf Leukozyten (CD11B), bzw. einer
verminderten Down-Regulierung (CD18) wies auf eine kausale Verbindung zwischen

der terminalen Stecke der Komplementkaskade und der Leukozytenaktivierung hin.

Im Rickblick auf die durchfluRzytometrischen Thrombozytenstudien wurde das
Verstéandnis des Gerinnungspathways durch Bestimmung der humoralen
Gerinnungsmarker Thombin-Antithombin-Komplex (TAT) und des Prothrombin-
Fragment F1+2, jeweils als konventionelle ELISA’s, ergénzt. Hier zeigten die
humoralen Marker ebenfalls signifikante Vorteile einer Beschichtung der

Fremdoberflache mit Heparin auf.
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Weiter wurden grundlegende Arbeitsgange der Durchflul3zytometrie, wie die Lyse der
Erythrozyten in den Probenansétzen, die Separation der Zell-Populationen aus dem
Vollblut, etabliert und erfolgreich optimiert. Diese Vorarbeiten lieBen eine hohe

Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit bei den Analysevorgangen zu.

Es lasst sich festhalten, dass die Anwendung zweier unterschiedlicher
Labormethoden - DurchfluBzytometrie und konventionelle ELISA’s - in der
Hamokompatibilitatsforschung sowohl fiir eine Kontrollfunktion der Methoden
gegeneinander, als auch fir die Forderung des Verstandnisses zum Ablauf des
Pathways der Gerinnung und anderer Reaktionskaskaden, von Vorteil sind. Marker
zukinftiger Untersuchungen im molekularen, bzw. genetischen Bereich (PCR)

werden neuere Erkennnisse beitragen.

Hervorzuheben ist der fundamentale Unterschied der Messungen zwischen lebenden
und toten Zellen. Insbesondere die Detektion der ,vitalen® intrazellularen Marker, vor
allem in der Flowenzymologie, ist vielversprechend und wird in Zukunft weiter die
Zusammenhange der beteiligten  Aktivierungssysteme nach  Fremdober-
flachenkontakt verdeutlichen kodnnen. In nachfolgenden Studien sollten die

untersuchten Marker auf eine engere Kinetik hin geprift werden.

Der momentane Stand der bei der Schaffung einer idealen hamokompatiblen
Oberflache wird durch moderne laborchemische Methoden kritisch untersucht. Der
erzielte Forschritt der Bemiihungen kann durch diese Bestimmungen validiert oder
verworfen werden. Die vorliegende Arbeit konnte zum einen einen Ausschnitt der
anwendbaren Methoden demonstrieren, zum anderen auch die Mdoglichkeiten

sinnvoller Methodenkombination fir nachfolgende Studien aufzeigen.

Fernziel der Forschungsbemihungen um die Hamokompatibilitit bleibt die
Bereitstellung einer Oberflache, die auf die gegenwéartge Umgebung reagiert. Dies
konnte durch Freisetzung von antikoagulatorischen oder antiinflammatorischen
Substanzen geschehen (intelligenter Werkstoff / intelligente Beschichtung). Der Weg
dorthin wird von einer Vielzahl von Untersuchungen auf laborchemischer Ebene

begleitet werden, die neue Erkenntnisse Uber die real erzeugte Kompatibilitat und
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eine Erweiterung des Kenntnisstandes Uber die Reaktionsmuster zwischen Blut und

Fremdoberflache beitragen werden.
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6  Abstract

Gegenstand Der Einsatz der extrakorporalen Zirkulation (EKZ, Herz-Lungen-
Maschine) ruft Uber den Kontakt von Blut mit Fremdoberflachen des artifiziellen
Kreislaufs (Schlauchsysteme, Oxygenatoren) Reaktionen auf zellularer Ebene des
Blutes hervor. Die Aktivierungen schlieRen Abwehr-, Gerinnungs- und Signaliiber-
tragungssysteme ein und erstrecken sich weiter auf den Zellstoffwechsel. Um diese
Nebeneffekte zu  minimieren, wurden MaRnahmen zur Steigerung der
Hamokompatibilitaét der Systeme ergriffen. Sie umfassen u.a. eine Optimierung der
Werkstoffzusammensetzung, sowie Techniken der Beschichtung von Fremdoberflachen
mit antikoagulatorischen Substanzen.

Methoden Die vorliegende Arbeit verglich die hdmokompatiblen Eigenschaften einer
PVC-Oberflache mit einer heparinbeschichteten PVC-Oberflache. Es kam ein Modell
zum Einsatz, das den BilutfluR entlang einer zu testenden Oberflache simuliert
(ChandlerLoop). Hamokompatibilitdétsparameter wurden Uber ELISA-Techniken, sowie
Uber neu etablierte, durchflulBzytometrische Methoden, einschlie3lich  der
Flowenzymologie bestimmt. Ziel war neben der Hamokompatibilitatsuntersuchung der
Oberflachen, die Etablierung und Evaluation von durchfluBzytometrischen
Labormethoden. Fir die Durchflulzytometrie umfassten die Aktivierungsmarker
CD11B/C und CD18/62L, sowie flowenzymologisch intrazellular die Bestimmung von
Kallikrein, Oxidativem Burst, Peroxiden und RGES- / AAPV-Elastasen. Weiterhin wurden
Interleukine (IL1B, IL2, TNF-o), das Hitzeschockprotein HSP70, sowie Studien zur
Adhésion von Thrombozyten, Fibrin, Fibrinogen und Leukozyten durchgefiihrt. Dieser
Teil der Analyse wurde von den konventionellen Hamokompatibilitdtsmarkern PMN-
Elastase, Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT), B-Thromboglobulin, F1+2 Prothrombin,
SC5b9-Komplement sowie einer Zellzahlzéhlung ergénzt.

Ergebnisse Die Heparinbeschichtung verminderte gegeniber unbeschichtetem PVC
erfolgreich die Expression von CD11B und CD11C auf Monozyten und Granulozyten,
sowie die Abwarts-Regulation von CD18 und CD62. Bei den flowenzymologischen
Untersuchungen wurden durchweg stéarkere Aktivierungen der Zellen bei Verwendung
von unbeschichtetem Material im Simulationsmodell gemessen. Dies betraf in
Granulozyten Kallikrein, oxidativen Burst, Peroxiden und AAPV-/RGES-Elastase. Bei
den Interleukinen wurden signifikante Anstiege fir IL1f und TNF-a detektiert. Die
zunehmende Adhésion von Fibrinogen an Monozyten und Granulozyten bei Verwendung
von unbeschichtetem PVC-Material wurde nachgewiesen, ebenso die vermehrte
Prasenz des P-Selektin (CD62L) auf Thrombotzyten. Alle konventionellen humoralen
Marker erreichten im Vergleich Signifikanzniveau und zeigen die Uberlegenheit des
heparinbeschichteten Materials.

Bewertung Die Vorteile des heparinbeschichteten Systems gegenuber der
unbeschichteten Oberflache fur die Himokompatibilitat konnten anhand einer Reihe der
ausgewahlten Aktivierungsmarker validiert werden. Die erfolgreiche Etablierung der
durchfluBzytometrischen Methoden und der konventionellen Bestimmungen Uber
ELISA’s erlaubte eine sichere Reproduzierbarkeit. Die vielversprechenden flow-
enzymologischen Untersuchungen geben Anlass zur weiteren Evaluation auf diesem
methodischen Gebiet — gleichzeitig wurden die konventionellen Messungen als reliable
Kontrollfunktion fir andere Methoden erkannt. Durch einen immer grosser werdenden
Pool an verfligbaren laborchemischen Methoden werden die
Untersuchungsmdglichkeiten fir die Hamokompatibilitdtt von Fremdoberflachen in
Zukunft weit mehr Ansatzpunkte haben und weitere Erkenntnisse zum Ablauf der
Aktivierungs- und Gerinnungspathways beitragen, sowie die Herstellung einer, vom
menschlichen Organismus, optimal vertraglichen Fremdoberflache unterstitzen.
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